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RESUMO 
A contração muscular estática é o padrão de contração muscular mais associado às atividades 
de vida diária e laborais. A sustentação postural por longos períodos de tempo é capaz de 
induzir dor e inflamação local. Dados obtidos recentemente por nosso grupo de pesquisa 
demonstraram que a contração estática em ratos é capaz de induzir hiperalgesia muscular 
mecânica, modulada por diferentes mediadores inflamatórios, como bradicinina, aminas 
simpatomiméticas, prostaglandinas e neutrófilos. Demonstramos também que a ativação dos 
receptores P2X3 pelo ATP endógeno é essencial para o desenvolvimento da hiperalgesia 
muscular induzida pela contração estática, entretanto, os mecanismos envolvidos nesse 
processo ainda são desconhecidos. Assim sendo, o objetivo geral do presente estudo foi 
avaliar o envolvimento dos receptores P2X3, periféricos e do corno da raiz dorsal da medula 
espinhal, no desenvolvimento da hiperalgesia muscular de origem inflamatória induzida pela 
carragenina ou pela contração muscular estática via farmacologia comportamental utilizando-
se o teste de Randall Selitto. Ainda, se o envolvimento dos receptores P2X3 na hiperalgesia 
muscular é modulado pela migração de neutrófilos, via quantificação da enzima 
mieloperoxidase (MPO). Os resultados demonstraram que o pré-tratamento com o antagonista 
seletivo de receptores P2X3, A-317491, via intramuscular ou intratecal, preveniu o 
desenvolvimento da hiperalgesia muscular induzida pela contração estática e pela carragenina 
(p<0.0001; ANOVA One way, Teste de Tukey) e a migração de neutrófilos no tecido 
muscular em ambos os modelos (p<0.05; Teste de Tukey). Esses resultados demonstram que 
a hiperalgesia muscular induzida pela contração estática e carragenina é modulada pelos 
receptores P2X3 periféricos e centrais e que esse processo é modulado, pelo menos em parte, 
pela migração de neutrófilos. Esses dados sugerem, portanto, que os receptores P2X3 são 
importantes alvos farmacológicos no controle das dores musculares de origem inflamatória. 
Por fim, paralelamente ao estudo principal demonstramos que a contração estática não induz 
aumento das citocinas inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 nas primeiras 24 horas após a 
contração, via ensaio imunoenzimático (ELISA) (p>0.05; Teste de Tukey). Além disso, 
apresentamos informações sobre o projeto “Desenvolvimento de Camundongos GCaMP6 
para estudo dos mecanismos de dor e fadiga muscular” relativo ao período de doutorado 
sanduiche realizado na universidade de Utah, EUA, no qual demonstramos o processo de 
desenvolvimento de camundongos TRPV1-cre/GCaMP6
+
, capazes de expressar a proteína 
fluorescente GFP apenas nas fibras TRPV1
+
. Além disso, demonstramos os resultados da 
análise via calcium imaging das células do gânglio da raiz dorsal desses animais quanto à 
  
caracterização e a sua resposta a diferentes doses de metabólitos. Verificamos que 57,64% das 
células de cultura do GRD são de origem muscular e que destas 78% apresentam GFP, sendo 
que 1/3 delas não respondem a capsaicina.  Demonstramos por fim, que 85,6% e 100% das 
células de origem muscular que respondem, respectivamente, ao pH 7.0 e 6.6, são TRPV1
+
, 
sugerindo, portanto, que os receptores neurônios TRPV1
+
 possuem um importante papel 
como mediador da resposta evocada por metabólitos na fadiga e na dor muscular. 
  
Palavras-chaves: Receptores purinérgicos P2X3, hiperalgesia muscular, inflamação, 
migração de neutrófilos. 
 
ABSTRACT  
 
 
Static contraction is the pattern of muscle contraction most associated with activities of daily 
living and work. Postural support for long periods of time is able to induce pain and local 
inflammation. Data obtained recently by our research group have demonstrated that static 
contraction in rats is capable to induce mechanical muscle hyperalgesia, modulated by 
different inflammatory mediators such as bradykinin, sympathetic amines, prostaglandins and 
neutrophils. We also demonstrated that the activation of P2X3 receptors by endogenous ATP 
is essential for the development of muscle hyperalgesia induced by static contraction, 
however, the mechanisms underlying are still unknown. Therefore, the general aim of the 
present study was to evaluate the mechanism by which activation of peripheral P2X3 
receptors and those expressed in the dorsal horn of the spinal cord contributes to the 
development of inflammatory muscle hyperalgesia-induced by carrageenan or static 
contraction by behavioural pharmacology Randall Selitto test was used. Furthermore, if the 
involvement of P2X3 receptors in muscle hyperalgesia is modulated by neutrophil migration, 
by measurement of myeloperoxidase (MPO). The results demonstrated that intramuscular or 
intrathecal pretreatment with the selective antagonist of P2X3 receptors, A-317491, prevented 
the development of muscle hyperalgesia induced by static contraction and carrageenan 
(p<0,0001; ANOVA One way, Teste de Tukey) and prevented increase in neutrophil 
migration in muscle tissue in both models (p<0,05; Teste de Tukey). These results 
demonstrate that muscle hyperalgesia induced by static contraction and carrageenan are 
mediated by peripheral and central P2X3 receptors and that this process is modulated, at least 
in part, by neutrophil migration. Therefore, these data suggest that P2X3 receptors are 
  
important pharmacological targets to control inflammatory muscle pain. Finally, in parallel 
with the main study, we demonstrated that static contraction did not induce an increase in the 
inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β and IL-6 in the first 24 hours after contraction, by 
immunoenzymatic test. In addition, we present information about the project "Development 
of GCaMP6 mice for the study of mechanisms of pain and muscular fatigue", related to the 
period of phD sandwich at the University of Utah, USA. We demonstrated the process of 
development of TRPV1-cre / GCaMP6
+
 mice, able of expressing a GFP fluorescent protein 
only in the TRPV1
+
 fibers. In addition, we demonstrated the results of calcium imaging 
analysis of dorsal root ganglion cells, such as the ability to express and respond to different 
doses of metabolites. We found that 57.64% of the GRD culture cells are DiI
+
 and that 78% of 
them have GFP, and that 1/3 of them were irresponsive to capsaicin. Finally, we showed that 
85.6% and 100% of the cells of muscular origin, respectively, pH 7.0 and 6.6, are TRPV1 +, 
suggesting that TRPV1
+
 neurons play an important role in mediating metabolite evoked 
muscle fatigue or pain. 
 
 
Keywords: P2X3 receptors, muscle hyperalgesia, inflammation, neutrophil migration. 
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CARTA DE ESCLARECIMENTO 
 
A presente tese é dividida em duas partes levando em consideração o local de 
realização dos experimentos. A primeira parte, descrita no capítulo 1 corresponde ao estudo 
realizado no Laboratório de Estudos da Dor e Inflamação (LABEDI) na Faculdade de 
Ciências Aplicadas da UNICAMP, sob orientação da Profa. Dra. Maria Claudia G de Oliveira 
Fusaro. Nesse trabalho foi estudado o mecanismo pelo qual a ativação dos receptores P2X3 
contribui para o desenvolvimento da hiperalgesia muscular de origem inflamatória. Já na 
segunda parte, referente ao capítulo 2, apresento os resultados obtidos durante o doutorado 
sanduíche, que foram realizados no Departamento de Anestesiologia da Universidade de Utah 
nos Estados Unidos, sob orientação do Prof. Dr. Alan R. Light e Markus Amann. O estudo 
baseou-se no desenvolvimento de uma nova linhagem de camundongos capazes de expressar 
fluorescência apenas nas fibras aferentes TRPV1 positivas. Demonstramos os resultados 
obtidos desde o desenvolvimento dessas linhagens, as análises in vitro, a caracterização 
estrutural da cultura de gânglios da raiz dorsal desses animais e o padrão de resposta desses 
neurônios à diferentes concentrações de metabólitos, mimetizando situações de dor e fadiga 
muscular. 
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CAPÍTULO 1 – Envolvimento dos receptores P2X3 na hiperalgesia muscular 
 
1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Importância clínica e econômica da dor muscular 
A dor é uma das principais causas de atendimentos médicos no mundo (SALAFFI 
et al., 2005). Estima-se que cerca de 600 bilhões de dólares sejam gastos todos os anos apenas 
nos Estados Unidos com tratamentos para dor e afastamentos médicos dela decorrentes 
(INSTITUTE OF MEDICINE, 2011), com perda de produtividade em torno de 300 bilhões de 
dólares ao ano (GASKIN; RICHARD, 2012). Além disso, apenas na população americana, 
cerca de 100 bilhões de dólares são gastos todos os anos com terapias alternativas e 
complementares para o tratamento da dor, uma vez que os tratamentos atuais surtem pouco ou 
nenhum efeito curativo (DUBOIS; FOLLETT, 2014).  
Dentre os principais tipos de condições dolorosas a dor muscular tem sido 
apontada como um dos problemas clínicos mais importantes da sociedade moderna (MENSE 
et al., 2008; MURRAY et al., 2010). Estima-se que mais de 45% da população mundial 
apresente dor muscular e sua prevalência gira em torno de 24% (CIMMINO et al., 2011), 
gerando prejuízos socioeconômicos (REID et al., 2011). No Brasil, as dores de origem 
musculoesquelética, especialmente as dores na região da coluna lombar, estão entre as 
principais queixas relatadas ao longo da vida sendo que mais de 80% da população relatam as 
dores de origem musculoesquelética como o tipo de dor mais frequente nos últimos três meses 
(IBOPE, 2013) sendo responsável por 29% das faltas no ambiente de trabalho (MINSON, 
2009).  
 
1.2.Conceitos e Definições em dor  
 
1.2.1. Dor e nocicepção 
A dor foi definida pela Associação internacional para Estudo da Dor (IASP, 1976) 
como sendo “uma experiência sensorial e emocional desagradável associada a um dano 
tecidual real ou potencial ou descrita nos termos de tal dano”. Recentemente, foi proposta 
uma revisão dessa definição, sendo sugerido que a dor seria “uma experiência angustiante 
associada a um dano tecidual atual ou potencial com componentes sensoriais, emocionais, 
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cognitivos e sociais” (WILLIAMS; CRAIG, 2016). Essa definição vem sendo discutida por 
diferentes autores, cujo questionamento baseia-se no fato de que adicionar esses termos à 
definição original realmente facilitaria a compreensão desse conceito (TESARZ; EICH, 2017; 
WRIGHT; AYDEDE, 2017) dentro da questão histórica e social da dor (ALCOCK, 2017; 
WHITBURN et al., 2017).  
Toda essa discussão acerca do conceito de dor reafirma a questão da subjetividade 
e da ampla gama de fatores que podem mediar e modular o processo doloroso, uma vez que já 
foram descritos que fatores culturais (HOLT; WATERFIELD, 2018; ROBERTSON et al., 
2017), ambientais (TOPALOGLU et al., 2013), de gênero (FISCHER et al., 2008; FÁVARO-
MOREIRA et al., 2009), idade (FERREIRA; DE LUCA, 2017; KROON VAN DIEST et al., 
2017), experiências prévias ao processo doloroso e estado emocional (NAUSHAD et al., 
2018), qualidade dos serviços de atendimento (CLARKE et al., 2014) e a própria integridade 
das vias de condução de dor (ROCZNIAK et al., 2016; ZENGIN-TOKTAS et al., 2013) 
podem influenciar no processamento da informação dolorosa modulando, portanto, a sua 
percepção. Assim sendo, afirma-se que a dor é uma experiência de natureza multidimensional 
com componentes sensório-discriminativos (relacionados à qualidade, localização e duração 
da dor), motivacional-afetiva, (relacionados ao desconforto e a busca por proteção), e 
cognitivo-avaliativo (envolvido com o processamento final da informação) (MELZACK; 
CASEY, 1968; MERSKY, 1986).  
De uma maneira mais simples, a dor pode ser considerada como um alerta 
fisiológico, agindo como um mecanismo de proteção do indivíduo à presença de um estímulo 
nocivo e potencialmente destrutivo ao organismo (MENESCAL-DE-OLIVEIRA; DA 
SILVA, 2009). Podemos definir a dor também como sendo a percepção de uma sensação 
nociceptiva. Nesse contexto, podemos discutir dois conceitos, um de nocicepção, de 
dimensão sensório-discriminativa (MELZAC; CASEY, 1968) relacionada à ativação de uma 
população de neurônios específica, responsivos a estímulos de natureza destrutiva, e que 
conduzirão as informações da periferia para as áreas centrais onde serão interpretadas 
(MILLAM, 1999; JULIUS; BAUSBAM, 2001) e o conceito de percepção, resultado da 
integração da informação nos centros superiores e que envolve fatores cognitivo-emocionais 
(MERSKY, 1986). Os mecanismos envolvidos desde a detecção do estímulo nervoso até sua 
interpretação serão discutidos nos próximos capítulos, abordados numa perspectiva geral do 
processo de detecção, transmissão e interpretação do estímulo lesivo. 
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1.2.2. Hiperalgesia 
 Enquanto a IASP define nocicepção como sendo o processo de detecção e 
transmissão do impulso doloroso até as áreas de processamento centrais e que se dá de forma 
fisiológica e natural em resposta a estes tipos de estímulo (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010), 
outra condição chamada de hiperalgesia é descrita como um “aumento na sensibilidade 
dolorosa”, gerada pela ação de mediadores inflamatórios locais liberados pelos tecidos em 
resposta à lesão inicial (VERRI et al., 2006; CUNHA et al., 2005; CUNHA et al., 2008a). 
Esses mediadores, ao se ligarem aos seus receptores específicos na membrana neuronal, 
ativam mecanismos moleculares que facilitam o disparo neuronal (OZAKTAY et al., 2006) 
pela redução do limiar e maior magnitude de resposta ao estímulo (COOPER et al., 1991).  
Portanto, aumenta a condução do processo doloroso (CUNHA et al., 2007; TREEDE et al., 
1992), vinculando, de forma geral, o processo inflamatório ao desenvolvimento da 
hiperalgesia. 
 
 
1.3.Fisiologia da dor 
 
1.3.1. A detecção do estímulo doloroso 
Os estímulos ambientais internos e externos são detectados por receptores 
sensoriais, estruturas localizadas em nosso corpo e que são capazes de detectar e traduzir 
estímulos de diferentes naturezas (química, mecânica ou térmica) (ROSENOW et al., 2003) e 
transmiti-los por meio de vias de condução específicas em direção às áreas de processamento 
dessas informações no sistema nervoso central (SNC) (GUYTON; HALL, 2006) por meio de 
uma cadeia de neurônios que incluem os neurônios de primeira e segunda ordem em direção 
aos centros superiores de processamento da informação (BONICA, 1980).    
Quando um estímulo, seja ele de natureza mecânica, térmica ou química, torna-se 
demasiadamente intenso a ponto de provocar a lesão dos tecidos, um tipo específico de 
receptor, os chamados nociceptores, ou receptores de dor, são ativados (STEEDS, 2009). Os 
nociceptores são fibras aferentes de pequeno diâmetro, caracterizadas por serem terminações 
nervosas livres, de alto limiar de ativação (GUYTON; HALL, 2006), amplamente distribuídos 
na pele, havendo discussões sobre seu posicionamento e densidades em áreas como músculo, 
articulações e tecido visceral (WILLIS et al., 2004; ROBINSON et al., 2008; RAJA et al., 
1988). Os nociceptores podem ser ativados, por uma (unimodal) ou mais modalidades de 
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estímulo (polimodais), sendo capazes de gerar sinais elétricos (potenciais de ação) na 
membrana dos neurônios aferentes primários onde estão localizados (STEEDS, 2009).  
 
1.3.2. As vias de condução da dor 
A informação dolorosa é conduzida através de uma cadeia de neurônios chamada 
de vias aferentes, ou vias de condução da dor. Como descrito anteriormente, a ativação do 
neurônio aferente primário inicia o processo de transmissão do impulso doloroso. O neurônio 
aferente primário é classificado como um neurônio pseudounipolar, com o corpo celular 
presente no gânglio da raiz dorsal (ou nos gânglios trigeminais para informações vindas das 
áreas de face e cabeça), com prolongamentos fazendo sinapse no corno da raiz dorsal da 
medula espinhal (ou tronco encefálico para os nervos cranianos), onde estão os neurônios de 
segunda ordem. A ativação dos neurônios aferentes primários leva a liberação de 
neurotransmissores no terminal pré-sináptico, como glutamato, substância P e CGRP 
(MILLAN, 1999), que estimulam os neurônios de segunda ordem e permitem a condução da 
informação às áreas encefálicas onde serão processadas.  
 Foi descrito que os receptores de dor encontram-se dispostos no terminal 
neuronal de fibras aferentes do tipo A-delta (Aδ) e C. As fibras Aδ são fibras pouco 
mielinizadas, de médio diâmetro (2-6μm) e que apresentam velocidade de condução média 
entre 12 a 30 m/s. São responsáveis pela condução da dor aguda, rápida e bem localizada. Já 
as fibras do tipo C são de pequeno calibre (0,2-1,2μm), virtualmente amielínicas, com 
velocidade de condução em torno de 0,5 a 2,0 m/s e estão envolvidas com a condução da dor 
lenta, crônica e difusa (WOOLF; MA, 2007; GYTON; HALL, 2011). As fibras Aδ fazem 
sinapse na lâmina I e V do corno da raiz dorsal da medula espinhal enquanto que as fibras C 
fazem sinapse na lâmina I e II (MENESCAL-DE-OLIVEIRA; DA SILVA, 2009). 
Essas fibras dolorosas estão relacionadas a duas vias de condução: a via 
Paleoespinotalâmica, envolvida com a condução da dor crônica e a via Neoespinotalâmica 
envolvida com a condução da dor aguda. O trato neoespinotalâmico possui número reduzido 
de sinapses e o processamento da dor é mais preciso, enquanto que a via paleoespinotalâmica 
envolve um maior número de sinapses e as informações são menos precisas (MACHADO, 
2006). 
1.3.3. Processo inflamatório e dor 
A dor é um dos cinco sinais cardinais do processo inflamatório. A inflamação 
pode ser definida como uma resposta corporal resultante de um dano tecidual. Trata-se de um 
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mecanismo de defesa que protege os indivíduos de lesão, processos infecciosos, estresse 
tecidual ou mau funcionamento (MAJNO; JORIS; 2004; KUMAR et al., 2003; 
MEDZHITOV, 2008).  
A lesão tecidual induz a liberação de uma série de mediadores inflamatórios, 
como bradicinina (CHOI; HWANG, 2018; BELLUCCI et al., 2013), aminas 
simpatomiméticas (LI et al., 2013), prostaglandinas (SINGH et al., 2017), substância P 
(LISOWSKA et al., 2015), endotelinas (ZARPELON et al., 2013), fator de crescimento 
neural (PRATO et al., 2017) e ATP (JUNG et al., 2014) que ativam ou sensibilizam o 
neurônio aferente primário, aumentando a descarga de potenciais de ação vindos da região 
lesada e facilitando o reconhecimento da área lesionada e sua proteção.  
Conforme descrito previamente, a sensibilização neuronal e o aumento do número 
de disparos elétricos vindo da área lesionada estão envolvidos com o desenvolvimento da 
hiperalgesia uma vez que a lesão inicial induz a liberação de uma série de mediadores 
inflamatórios e que podem se ligar a receptores específicos promovendo a abertura de canais 
iônicos ou a ativação de receptores acoplados a proteína G. Ambos, em última instância, 
promovem uma redução do potencial de membrana das células neuronais, com consequente 
redução do limiar de resposta (MENSE, 2009).  
Inicialmente, a ativação de canais iônicos induz a um influxo de íons como, por 
exemplo, os íons sódio pela membrana neuronal, que reduzem o limiar de despolarização do 
neurônio aferente primário, facilitando assim seu disparo (BERNE; LEVY, 2009).  Já os 
receptores acoplados a proteína G estão relacionados à ativação de cascatas de sinalização por 
meio de segundos mensageiros, incluindo proteína quinase A e C (PKA e PKC), a enzima 
adenilato-ciclase e o monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) (BERNE; LEVY, 2009; 
KACZEWSKI et al., 2010), que desencadeiam respostas capazes de promover o influxo de 
cátions para o interior da membrana, facilitando, como descrito anteriormente, a 
despolarização (MENSE, 2009; SACHS et al., 2009). Esse processo de redução do limiar de 
despolarização é o princípio do conceito de sensibilização neuronal e da hiperalgesia primária 
(SANDKUHLER, 2009).  
Outro mecanismo envolvido é a ativação de células de defesa residentes, como 
macrófagos que estimulam a migração de neutrófilos ao tecido e potencializam a resposta 
inflamatória. Além disso, essas células de defesa atuam liberando citocinas pró-inflamatórias 
capazes de estimular a síntese de prostaglandinas e aminas simpatomiméticas que em via final 
ativam mecanismos moleculares capazes de sensibilizar o neurônio aferente primário 
(CUNHA et al.,2007). 
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1.4. A dor muscular 
Conforme descrito previamente, a dor muscular possui elevada incidência e 
importante impacto socioeconômico. O tecido muscular possui características únicas, fazendo 
com que a dor muscular apresente particularidades que precisam ser compreendidas e melhor 
estudadas.  
 
1.4.1. Particularidades da dor muscular 
A dor muscular possui particularidades interessantes em relação a dor cutânea, 
articular e de origem neuropática. Sabe-se que muito do conhecimento científico sobre os 
mecanismos de desenvolvimento da dor muscular são baseados em estudos realizados no 
tecido cutâneo (KEHL; FAIRBANKS, 2003), entretanto, tem sido descritas diferenças 
importantes entre a dor muscular e a dor cutânea (MENSE, 1993). Morfologicamente já foi 
descrito que os nociceptores no tecido muscular apresentam diferenças no formato e 
localização em relação a outros tecidos. Enquanto que os nociceptores foram descritos como 
terminações nervosas livres presentes em áreas da derme e regiões como ligamentos e cápsula 
articular, no tecido muscular, ainda não se sabe ao certo sua real localização. O primeiro 
estudo na área, realizado por Stacey (1969), demonstrou que os nociceptores musculares 
seriam ligados a fibras aferentes de pequeno diâmetro, responsáveis pela inervação de tecidos 
profundos, conhecidas por fibras III e IV. As fibras III são semelhantes às fibras Aδ, enquanto 
que as fibras IV são correspondentes às fibras C (GRAVEN-NIELSEN; MENSE, 2001). 
Quanto à velocidade de condução das fibras III, esta é em torno de 2,5 a 35m/s, e das fibras 
IV em torno de 2,5m/s (GRAVEN-NIELSEN; MENSE, 2001; DJOUHRI; LAWSON, 2004). 
Ambas projetam-se para as lâminas I e IV/V da medula espinhal (HOHEISEL et al., 1989; 
PANNETON et al., 2005), característica que pode explicar a dificuldade de localizar com 
precisão as informações dolorosas de origem muscular. 
Ensaios imunohistoquímicos demonstraram que as terminações nervosas no tecido 
muscular apresentam formato semelhante a um “colar de contas”, chamados de varicosidades, 
que variam entre 0,5 e 1μm (STACEY, 1969). Outros estudos posteriores demonstraram que 
o terminal nociceptivo não estaria localizado nas fibras musculares (REINERT et al., 1998), 
mas sim ao redor do perimísio e na adventícia de arteríolas, vênulas e tecidos linfáticos 
(DURING; ANDRES, 1990). Além disso, os terminais de fibras III são geralmente maiores 
dos que os de fibras IV e possuem maior número de mitocôndrias e vesículas (ANDRES et 
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al., 1985). Uma representação da estrutura atualmente aceita para as terminações nervosas 
livres no tecido muscular podem ser visualizadas na figura 1.  
Figura 1 
 
Figura 1. Ultraestrutura das terminações nervosas livres no tecido muscular. A) 
Representação de uma terminação nervosa livre por microscopia eletrônica. Os terminais 
apresentam diversos ramos e exibem várias varicosidades. As células de Schwann envolvem a 
maior parte desses axônios, deixando expostos apenas pequenas áreas. As áreas expostas são 
sítios onde os agentes químicos agem. B) Secção transversal de uma varicosidade. As 
varicosidades apresentam o axônio não completamente envolto pelas células de Schawn, 
formando as áreas de axônio exposto. Podemos verificar também a presença de diversas 
mitocôndrias na região do axoplasma neuronal e de vesículas contendo neuropetídeos (Fonte: 
MENSE; GERWIN, 2009).  
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Outra característica ainda relacionada às fibras sensoriais aferentes primárias tipo 
C do tecido muscular é que elas possuem maior quantidade de CGRP (peptídeo relacionado 
ao gene da calcitonina) (O'BRIEN et al., 1989) e sua estimulação induz efeitos mais 
prolongados (WALL; WOOLF, 1984) do que no tecido cutâneo. Funcionalmente a dor 
muscular induz um aumento significativamente maior de campos receptivos (HOHEISEL et 
al., 1993, MENSE, 1993, YU et al., 1993) e ativa diferentes núcleos de controle da dor no 
Sistema Nervoso Central  (MAIXNER et al., 1995)  
Por fim, foi descrito que a administração intramuscular do agente pró-inflamatório 
carragenina no ventre do músculo gastrocnêmio induz a um aumento mais lento das citocinas 
IL-1β e IL-6 do que no tecido cutâneo e, diferente do tecido cutâneo, não induz aumento da 
concentração de TNF-α no tecido muscular (LORAM et al., 2007), indicando uma diferença 
também quanto ao processo inflamatório local em resposta a estímulos de natureza 
inflamatória. Além disso, existem evidências de que a liberação de citocinas inflamatórias 
depende do mecanismo de indução do processo doloroso, uma vez que já foi descrito que a 
liberação de citocinas pode ou não ser fundamental para o desenvolvimento de diversos tipos 
de condição dolorosa de origem muscular, uma vez que já foi descrito que a hiperalgesia 
induzida pelo exercício excêntrico induz a liberação de citocinas pró-inflamatórias (KANDA 
et al., 2013), enquanto que condições crônicas como fibromialgia parece não ser mediada pela 
liberação de citocinas inflamatórias (ÜÇEYLER et al., 2011), sendo portanto, estímulo 
dependente. 
1.4.2. Modelos de estudo de dor muscular 
Dentre os principais modelos experimentais empregados no estudo da dor 
muscular em animais, os mais comuns são caracterizados pela dor muscular induzida por 
administração local de agentes químicos e a induzida por contração muscular através de 
exercícios físicos ou estimulação elétrica do ventre muscular (Gregory et al., 2013).  
Nos modelos experimentais de dor muscular induzida por agentes químicos 
irritantes há o uso do óleo de mostarda (HAN et al., 2008), carragenina (LORAM et al., 
2007), Adjuvante Completo de Freund (CFA), salina ácida (SLUKA et al., 2001, FREY LAW 
et al., 2008; NIELSEN et al., 2004) ou hipertônica (KNARDAHL, 2002), serotonina 
(BABENKO et al., 1999), fator de crescimento neuronal (NGF) (SVENSSON et al., 2003) e 
ATP (MORK et al., 2003). Esses agentes podem ou não induzir um processo inflamatório, 
entretanto, de maneira geral, mimetizam a dor muscular em humanos.  Especificamente, a 
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carragenina é um modelo experimental muito utilizado e bem estabelecido em alguns tecidos 
(CUNHA et al., 1995; CHOPADE  et al., 2014). Ela mimetiza a resposta dolorosa em seres 
humanos (WINTER et al., 1962; WINTER et al., 1968; MIRSHAFIEY et al., 2005), sendo 
frequentemente empregada para induzir dor inflamatória (FEHENBACHER et al., 2012; 
TEIXEIRA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017; CHOPADE et al., 
2014; LORAM et al., 2007). Sabe-se que a hiperalgesia induzida pela carragenina no tecido 
subcutâneo é modulada por bradicinina, ATP, via receptores P2X3 e P2X7, citocinas pró-
inflamatórias, prostaglandinas e aminas simpatomiméticas (CUNHA et al., 1992; 
BERNHEIM et al., 1980; ZUCALI et al., 1986; CUNHA et al., 1992; POOLE et al., 1995; 
CUNHA et al., 2005;  HANDWERKER, 1976; FERREIRA; NAKAMURA, 1976; 
OLIVEIRA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2014; de OLIVEIRA FUSARO et al., 2010).  
Quanto aos modelos de dor muscular induzida por contração muscular, 
comumente são usados modelos de exercícios físicos ou estimulação elétrica simulando as 
contrações que resultam em dor muscular tardia (DOMS – delayed-onset muscle soreness) 
(KEHL 1996; SLUKA; RASMUSSEN 2010; YOKOYAMA et al., 2007)  (BORGHI et 
al.,2014a;  BORGHI et al.,2014b; BORGHI et al.,2015).  (TAGUCHI et al., 2005, TAGUCHI 
et al., 2007, MURASE et al., 2010). Esses modelos experimentais de dor tardia são muito 
relevantes, entretanto, esse tipo de dor muscular não está associado às atividades funcionais 
diárias dos indivíduos e, por essa razão, não apresentam importante impacto socioeconômico.  
  
1.4.2.1. Modelo de hiperalgesia muscular induzida por contração estática 
A contração estática, também conhecida como contração isométrica sustentada, 
caracteriza-se por ser um tipo de contração na qual existe a geração de tensão sem, contudo, 
existir movimento da articulação (HILL, 1925). A contração estática é o padrão de contração 
mais associado às dores referidas durante e após as atividades de vida diária (KNARDAHL, 
2002, BOIX et al., 2005; NOSAKA  et al., 2011). Sabe-se que as atividades funcionais, 
realizadas por longos períodos de tempo e potencialmente dolorosas, como a sustentação do 
peso corporal na postura em pé e permanecer sentado em atividade de digitação, são mantidas 
principalmente por contração estática (ROY et al., 1989). Além disso, foi sugerido que a dor 
nas costas referida após os períodos de sono na posição deitada é causada por contração 
estática dos músculos lombares (BAUM; ESSFELD, 1999).  
Finalmente, diferentes modelos experimentais realizados em humanos confirmam 
que a contração estática induz dor (NOSAKA et al., 2011; VECCHIET et al., 1983). Há 
relatos de dores musculares após contrações estáticas do músculo masseter ou trapézio, 
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realizadas repetidamente por um determinado período de tempo (HEDENBERG-
MAGNUSSON et al., 2006); do músculo quadríceps, na posição de flexão de joelho a 90°, 
realizada uma única vez até a exaustão, tanto em mulheres saudáveis como nas portadoras de 
fibromialgia (KOSEK et al., 1996). Entretanto, apesar da sua relevância clínica, os 
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento da dor muscular induzida pela 
contração estática são pouco conhecidos. 
 Recentemente nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo experimental de 
dor muscular induzida pela contração estática (SANTOS et al., 2017). Esse modelo baseia-se 
na indução de uma contração estática no músculo gastrocnêmio de ratos através da 
eletroestimulação do mesmo, pelo período de 1 hora.  Demonstramos que a contração estática 
induz hiperalgesia muscular mecânica após ½ hora do término da contração, com pico em 1 
hora e resolução após 2 horas (SANTOS et al., 2017). Demonstramos também que essa 
resposta hiperalgésica é modulada por bradicinina, via receptores B1 e B2, aminas 
simpatomiméticas, via receptores β1 e β2, prostaglandinas e neutrófilos (SANTOS et al., 
2017).  
Dados ainda não publicados do nosso grupo também demonstraram o 
envolvimento do ATP endógeno, via ativação de receptores P2X3 na hiperalgesia muscular 
induzida pela contração estática. Isso porque o pré-tratamento intramuscular com o 
antagonista seletivo dos receptores P2X3, A-317491, reduziu a hiperalgesia muscular (Figura 
2). 
Figura 2 
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Figura 2. Papel dos receptores P2X3 periféricos na hiperalgesia muscular induzida por 
contração estática. A contração estática induziu hiperalgesia muscular quando comparada ao 
grupo sham, como indicado pelo símbolo “#”. A administração do A-317491 (6 e 
60µg/músculo) reduziu a hiperalgesia muscular induzida pela contração estática, como 
indicado pelo símbolo “*” (p < 0.0001, F= 11.00, teste de Tukey). Na pata contralateral (ct), 
A317491 não reverteu a hiperalgesia muscular e quando administrado no grupo Sham, não 
houve alteração do limiar nociceptivo basal (n=5; p>0.05, ANOVA).   
1.5. O papel do ATP e seus receptores na dor 
A primeira menção histórica da molécula de ATP foi feita em 1929, quando Karl 
Lohamann e o então prêmio Nobel de medicina Laureate Otto Meyerhof demonstraram que 
uma molécula formada por purinas estava presente em extratos de tecido muscular. Apenas 
por volta de 1950, Pamela Holton, pesquisadora do departamento de fisiologia da 
Universidade de Cambridge sugeriu que o ATP seria liberado de nervos sensoriais e poderiam 
estar envolvidos com a sinalização celular (HOLTON; HOLTON, 1953; HOLTON; 
HOLTON, 1954; HOLTON, 1959). Posteriormente G. Burnstock demonstrou que o ATP 
estava envolvido com a sinalização entre neurônios motores e tecido muscular liso 
(BURNSTOCK et al., 1964; BURNSTOCK et al., 1970; SATCHELL; BURNSTOCK, 1971; 
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SU et al., 1971). Quase dez anos depois Burnstock sugeria a existência de nervos 
purinérgicos, capazes de liberar ATP como neurotransmissor (SATCHELL et al., 1972; 
BURNSTOCK, 1972).  
“Mas se há um neurotransmissor devem haver receptores capazes de serem 
ativados por eles”, provavelmente com esse pensamento Burnstock propunha o conceito de 
receptores purinérgicos, que em 1978 foram divididos em duas famílias, os P1, que são 
receptores ativados pela adenosina, e os receptores P2, ativados pela molécula de ATP 
(BURNSTOCK, 1978). Os receptores P2 são ainda divididos em duas classes funcionais, os 
receptores da família P2Y, que são receptores metabotrópicos, acoplados a proteína G, e os 
receptores da família P2X que são ionotrópicos (BURNSTOCK; KENNEDY, 1985) e 
permeáveis a íons Na
+
, K
+
 e Ca
2+ 
(NORTH, 2002).  
Quantos aos subtipos de receptores P2X, foram identificados sete receptores 
funcionais dentro dessa classe (P2X1-7) (COLLO et al., 1996; COLLO et al., 1997; 
NÖRENBERG; ILLES, 2000; VULCHANOVA et al., 1997), expressos no sistema nervoso 
de mamíferos (ABBRACCHIO  et al., 2009), incluindo neurônios e células gliais (FRANKE 
et al., 2001; MEOMARTINI et al., 2003; XIANG et al., 2005), células do sangue (WANG et 
al., 2005; SLUYTER  et al., 2007; SKALS et al., 2009), músculo liso (MURTHY; 
MAKHLOUF, 1998; VIAL; EVANS, 2000) e em neurônios sensoriais (BURNSTOCK, 
2000). Os receptores P2X já foram descritos como envolvidos com diversas funções 
fisiológicas e patológicas, incluindo sua ação como modulação da neurotransmissão 
(ERNEST et al., 2006; SMITH et al., 2001), sinalização de sensações somestésicas como o 
gustação (FINGER et al., 2005), olfato e visão (LOHR et al., 2014), estando envolvida 
também no desenvolvimento da inflamação (DI VIRGILIO, 2015; BURNSTOCK), uma vez 
que a ativação de receptores P2X expressos em células imunes como macrófagos, monócitos 
(IDZKO et al., 2014), por exemplo, estimulam a inflamação (VITIELLO et al., 2012).  Por 
fim, outra condição em que os receptores P2X vêm sendo descritos de forma importante é a 
transmissão de informações nociceptivas (CHIZH, ILLES, 2001; KUAN; SHYU, 2016). 
Os primeiros estudos relacionando o ATP e a dor demonstraram que a 
administração local de ATP promovia respostas vasculares na pele e dor persistente 
(BLEEHEN, KEELE, 1977; COUTTS et al., 1981; HAMILTON et al., 1999). Sobre o papel 
do ATP na dor, sabe-se que a molécula de ATP está presente em todas as células do 
organismo (McCleyskey; Gold, 1999) e existem diversas circunstâncias nas quais o ATP pode 
35 
 
ser liberado e atuar como um mediador inflamatório do tecido periférico (HAMILTON, 
2002). Os dois processos básicos envolvidos com a liberação do ATP são: de forma passiva, 
resultado da lise celular causada por trauma direto (BLEEHEN; KEELE, 1977; MAEHARA 
et al., 1987; RYAN et al., 1991) e da forma ativa, no qual o ATP é liberado por vesículas 
(BURNSTOCK, 1995). Estudos in vitro e in vivo tem demonstrado que a administração de 
ATP pode aumentar o padrão de descarga das fibras C (HILLIGES et al., 2002).  
Durante a inflamação, o ATP liberado no meio extracelular contribui com o 
desenvolvimento da dor inflamatória via ativação dos receptores purinérgicos P2X, incluindo 
o subtipo P2X3  (COCKAYNE et al., 2000, SOUSLOVA et al., 2000, JARVIS et al., 2002, 
MCGARAUGHTY et al., 2003, WU et al., 2004, OLIVEIRA et al., 2005, OLIVEIRA et al., 
2009). Os receptores P2X3 são predominantemente expressos nos nociceptores aferentes 
primários (CHEN et al., 1995, LEWIS et al., 1995, COLLO et al., 1996), e são importantes 
moduladores de diversos tipos de condições dolorosas. Já foi demonstrado seu papel em 
modelos de estudo como a dor neuropática induzida pela ligação parcial do nervo ciático 
(JARVIS et al., 2002; BARCLAY et al., 2002), dor oncológica em modelo de câncer ósseo 
(KAAN et al., 2010; WU et al., 2012), hiperalgesia articular induzida pela administração de 
carragenina  (TEIXEIRA et al., 2017), visceral em um modelo de colite (DEITEREN et al., 
2015) e inflamatória no tecido subcutâneo por administração de agentes inflamatórios como a 
carragenina  (DE OLIVEIRA FUSARO et al., 2010). 
Recentemente, demonstramos que a ativação dos receptores P2X3 pelo ATP 
endógeno é essencial para o desenvolvimento da dor inflamatória induzida pela carragenina 
no tecido subcutâneo da pata de ratos, uma vez que o antagonista seletivo de receptores P2X3, 
A-317491, bloqueou a hiperalgesia mecânica induzida pela carragenina (OLIVEIRA et al., 
2009). Neste estudo, demonstramos que a participação dos receptores P2X3 na hiperalgesia 
mecânica induzida pela carragenina é mediada pela sensibilização direta e indireta dos 
nociceptores aferentes primários. A sensibilização direta envolve a ativação dos receptores 
P2X3 expressos nas fibras aferentes primárias, enquanto que a sensibilização indireta envolve 
a liberação prévia da citocina pró-inflamatória TNF-α (OLIVEIRA et al., 2009). Em outro 
estudo também realizado por nosso grupo de pesquisa demonstramos que o agonista não 
seletivo de receptores P2X3, α,β-meATP, induz hiperalgesia mecânica no tecido subcutâneo 
da pata de ratos através da sensibilização indireta dos nociceptores aferentes primários (dados 
não publicados).  
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No tecido muscular, a molécula de ATP está particularmente presente em altas 
concentrações e, por essa razão, tanto em traumas musculares quanto em eventos patológicos 
da musculatura, o ATP pode contribuir para o desenvolvimento da dor muscular 
(MCCLESKEY; GOLD, 1999, BURNSTOCK, 2007). Estudos que sustentam essa hipótese 
demonstram que a contração muscular excêntrica aumenta a expressão do RNAm de 
receptores P2X3 no músculo masseter de ratos (DESSEM et al., 2010), os nociceptores 
aferentes primários do músculo gastrocnêmio de ratos (REINOHL et al., 2003) ou do músculo 
tríceps femural de gatos (HANNA; KAUFMAN, 2004) são ativados pela administração do 
agonista não seletivo de receptor P2X3 α,β-meATP ou de ATP em concentrações 
equivalentes às encontradas nas células musculares. Além disso, a administração de ATP ou 
α,β-meATP no músculo esquelético de humanos (MORK et al., 2003) ou camundongos  
(MAKOWSKA et al., 2006, REITZ et al., 2009) induz dor muscular intensa. Recentemente 
demonstramos que a administração de α,β-meATP também induz hiperalgesia muscular em 
ratos, e que este efeito é mediado por bradicinina via receptores B1, prostaglandinas, aminas 
simpatomiméticas via receptores β1 e β2, migração de neutrófilos  e aumento das citocinas 
pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β (SCHIAVUZZO et al., 2015). 
Conforme descrito previamente, os receptores P2X3 periféricos estão envolvidos 
com o desenvolvimento da hiperalgesia muscular induzida por contração estática no tecido 
muscular. Entretanto, não se conhece até então, o envolvimento dos receptores P2X3 centrais 
e seu papel sobre a migração de neutrófilos para o tecido muscular. Considerando que o 
modelo de contração estática é um modelo relativamente novo e ainda em estudo, analisamos 
o envolvimento desses receptores no modelo inflamatório da carragenina. Para isso, testamos 
a hipótese de que o antagonista seletivo dos receptores P2X3, o A-317491 pode reduzir a 
hiperalgesia muscular e a migração de neutrófilos em ambos os modelos. Além disso, 
considerando-se a importância das citocinas pró-inflamatórias no desenvolvimento da 
hiperalgesia muscular, avaliamos o padrão de liberação de citocinas pró-inflamatórias em 
resposta a contração estática. 
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2. OBJETIVOS  
 
2.1. Objetivo Geral 
O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o envolvimento dos receptores 
P2X3 no desenvolvimento da hiperalgesia muscular de origem inflamatória.  
 
2.2. Objetivos Específicos 
1) Avaliar o envolvimento dos receptores P2X3 do corno da raiz dorsal, na 
hiperalgesia muscular induzida por contração estática. Para isso, foi administrado por via 
intratecal o antagonista dos receptores P2X3, o A-317491, e analisado o comportamento 
hiperalgésico via Randall Selitto; 
2) Avaliar se a administração de Carragenina (100 µg) no ventre do músculo 
gastrocnêmio é capaz de induzir hiperalgesia muscular. Para isso, foi realizada administração 
de carragenina no ventre do músculo gastrocnêmio dos animais e analisado o comportamento 
hiperalgésico via Randall Selitto; 
3)  Avaliar o envolvimento dos receptores P2X3 periféricos e do corno da raiz dorsal, 
na hiperalgesia muscular induzida pela carragenina. Para isso, o A-317491, foi administrado 
por via intramuscular ou intratecal o A-317491, e analisado o comportamento doloroso via 
Randall Selitto; 
4) Avaliar o envolvimento dos receptores P2X3 na migração de neutrófilos induzida 
pela contração estática e pela carragenina. Para isso, foi administrado 5 minutos antes da 
indução de contração estática ou da administração de carragenina no ventre do músculo 
gastrocnêmio, o A-317491 e quantificada a migração de neutrófilos pelo teste de MPO. 
5) Avaliar se a contração estática induz aumento dos níveis de citocinas pró-
inflamatórias pelo teste de ELISA. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  
3.1. Animais 
Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 200 a 250 g, provenientes do 
CEMIB-UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas (cinco por gaiola) 
contendo maravalha, em ambiente com controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12 
horas) alimentação e água, ad libitum. 
Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo comitê 
de ética em pesquisa animal da Universidade Estadual de Campinas (2770-1, Anexo 1) e 
seguiram as diretrizes propostas pelo comitê para pesquisa e ética da Associação Internacional 
para Estudo da Dor (IASP) em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Em particular, 
a duração dos experimentos e o número de animais utilizados foi o menor possível 
(aproximadamente cinco ratos por grupo) considerando-se o cálculo amostral na Equação 1. 
 
𝒏 = 𝟏 + [𝟐𝑪 ∗ (𝒔/𝒅)𝟐]; 𝑜𝑛𝑑𝑒 𝑪 = (𝒛𝜶 + 𝒛𝜷). 
𝐶𝑜𝑛𝑠𝑖𝑑𝑒𝑟𝑎𝑛𝑑𝑜 − 𝑠𝑒: 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑣𝑎𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑓𝑖𝑎𝑛ç𝑎(𝐼𝐶) = 95%, 𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑝 < 0,05, 𝑠
= 0,2 (20%)𝑒 𝑑𝑖𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛ç𝑎 = 0,5 (50%) 
𝐶 = (1,96 + 1,282)2 = 10,51 𝑒 𝑛 = 1 + [2 ∗ 10,5 ∗ (
0,2
0,5
)
2
]=  
4,36 animais = aproximadamente 5 animais 
 
 Equação 1: Cálculo amostral considerando-se os valores de Intervalo de confiança = 95%, 
valor de p < 0.05, valor de desvio padrão aceitável = 20% e diferença estatística = 50%. 
3.2. Procedimentos Gerais 
As sessões de teste foram realizadas durante a fase clara (entre as 9 às 17 h) em 
sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25 °C (ROSLAND, 1991). Os animais 
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foram habituados por 1 hora na sala antes do início dos experimentos e não tiveram acesso à 
água ou a comida durante o teste. 
3.3. Delineamento experimental 
As análises do comportamento doloroso foram realizadas utilizando-se 5 animais 
por grupo, considerando-se o cálculo amostral na Equação 1. Para as análises do 
envolvimento dos receptores P2X3 na hiperalgesia muscular induzida por contração estática 
os animais foram brevemente anestesiados e receberam a injeção do antagonista dos 
receptores P2X3, o A-317491, 5 minutos antes da contração estática, conforme demonstrado 
na figura 3.  
 
Figura 3. Desenho experimental das análises comportamentais no modelo da contração 
estática. 
Para as análises do envolvimento dos receptores P2X3 na hiperalgesia muscular 
induzida pela carragenina os animais foram brevemente anestesiados e receberam a injeção do 
A-317491, 5 minutos antes da administração de carragenina (100μg). Estes animais foram 
avaliados previamente a administração inicial e após ½, 1, 3, 6, 24, 48 e 72 horas da 
administração de carragenina, conforme demonstrado na Figura 4.  
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Figura 4. Desenho experimental das análises comportamentais no modelo da carragenina. A 
sigla RS indica o momento de avaliação via Randall Selitto. A sigla Cg indica carragenina. 
3.4. Modelo de hiperalgesia muscular induzida por contração estática 
Previamente à indução de contração estática, os animais foram anestesiados por 
inalação isoforine (LE BARS et al., 1979) e colocados em posição de decúbito ventral. A 
região glútea e posterior da pata direita foram tricotomizadas e os eletrodos (em número de 2; 
do tipo agulha – agulha gengival longa 27 gauge (G)) foram inseridos obliquamente  no 
ventre do músculo gastrocnêmio dos ratos, sendo separados por uma distância de 10 mm. 
Esses eletrodos foram acoplados a um equipamento da marca Grass Instruments, modelo 
S88X Stimulator (West Warnick, Estados Unidos) com os seguintes parâmetros de 
estimulação: pulso repetido, corrente monofásica, frequência= 50 Hz, duração de pulso= 19 
ms, intensidade da corrente 1,6 V, tempo 1 hora, conforme previamente padronizado 
(SANTOS et al., 2017). Como controle foi utilizado o grupo sham. Este grupo recebeu apenas 
os eletrodos no ventre do tecido muscular sem a passagem de corrente elétrica. 
 
3.5. Modelo de hiperalgesia muscular induzida pela carragenina 
   
Para indução de hiperalgesia muscular induzida pela administração de 
carragenina, os animais foram brevemente anestesiados com isoforine e uma solução de λ-
carragenina diluída em salina (100 µg/músculo; OLIVEIRA et al., 2009) foi injetada no 
ventre do músculo gastrocnêmio conforme descrito item 4.5.  
 
 3.6. Administração intramuscular de drogas 
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As drogas ou seus veículos foram administrados no ventre do músculo 
gastrocnêmio através de uma agulha 30 G acoplada a uma cânula de polietileno e também a 
uma seringa Hamilton de 50 µL (GAUTAM; BENSON, 2013; SCHIAVUZZO et al., 2015). 
O volume final das administrações foi de 50 µL. 
 
3.7. Administração intratecal de drogas 
O antagonista dos receptores P2X3 e seu veículo (salina) foram administrados por 
via intratecal segundo a técnica descrita por Papir-Kricheli (1987), porém com algumas 
modificações conforme descrição abaixo. Previamente os animais foram anestesiados por 
inalação de isoforine (LE BARS et al., 1979) e submetidos a tricotomia da região lombar. A 
seguir, foram posicionados de maneira que a coluna vertebral fique arqueada, então uma 
agulha hipodérmica de 26G foi inserida no espaço subaracnóide da medula entre as regiões 
sacral e cauda eqüina, perfurando a região medial entre L4 e L5 num ângulo de 
aproximadamente 45º. O volume de cada injeção foi de 10 L (OLIVEIRA et al., 2009). A 
velocidade de administração foi de aproximadamente 1L/s. 
3.8. Drogas utilizadas 
A-317491 (o antagonista seletivo de receptor P2X3,2/3 – (5-([(3-Phenoxybenzyl) 
[(1S)-1,2,3,4-tetrahydro-1naphthalenyl] [amino]carbonyl)-1,2,4-benzene- tricarboxylic acid: 
60g, OLIVEIRA et al., 2009) e λ-carragenina (100 µg; OLIVEIRA et al., 2009). Todas as 
drogas foram diluídas em salina e obtidas da Sigma-Aldrich (Brasil).  
3.9. Quantificação da hiperalgesia muscular mecânica  
 A metodologia empregada para a quantificação da hiperalgesia mecânica foi 
proposta por Randall & Selitto (1957). Para o teste utilizamos um analgesímetro digital 
(Insight, Ribeirão Preto, anexo 3), que aplica uma força mecânica linear com aumento gradual 
no ventre do músculo gastrocnêmio da pata traseira de ratos (SCHIAVUZZO et al., 2015; 
SANTOS et al., 2017). O registro do limiar de retirada da pata foi quantificado pela média de 
três medidas realizadas em intervalos de 5 minutos. Os animais foram habituados na sala de 
experimentação pelo período de 1 hora antes do teste. As avaliações do comportamento 
doloroso basal foram realizadas imediatamente antes da indução de contração estática ou 
administração de drogas/veículo; 1 hora após o término da contração estática (conforme 
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padronizado previamente por Santos et al., 2017) e ½, 1, 3, 6, 24 e 48 horas após a 
administração de carragenina. A hiperalgesia muscular mecânica foi quantificada pela 
variação no limiar nociceptivo mecânico calculado pela subtração da média do limiar 
nociceptivo mecânico registrado antes da contração estática/carragenina menos a média das 
respostas comportamentais pós-tratamento. Assim sendo, os aumentos dos valores do eixo Y 
dos gráficos representam maior comportamento hiperalgésico. 
3.10. Quantificação da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) 
 A migração de neutrófilos para o tecido muscular foi determinada pela avaliação 
colorimétrica da enzima mieloperoxidase (BRADLEY et al., 1982). Os animais foram 
eutanasiados utilizando anestesia inalatória (isoforine) e posterior deslocamento cervical. O 
tecido muscular foi coletado (peso médio entre 0,1 a 0,4 g), do músculo gastrocnêmio, após 
uma hora da indução de contração estática e três horas após a administração de carragenina. 
Foram coletados 3 grupos por modelo. Para o modelo de contração estática foram coletados 
os grupos: sham, contração estática e A-317491 administrado 5 minutos antes da contração 
estática. E para o modelo de carragenina foram coletados: veículo (salina), carragenina 
(100μg) e A-317491, administrado 5 minutos antes da carragenina. Esses tecidos foram 
homogeneizados em tampão (0,5 mL: 0.1 M NaCl, 0.02 M NaPO4, 1.015 M NaEDTA, pH 
4,7) utilizando-se o equipamento Marconi, modelo MA 102/MINI (Piracicaba) e foram 
posteriormente centrifugados a 4 º C, 3000 RPM por 15 min. Os pellets foram inseridos em 
novamente em solução (0,5 mL: 0.1 M NaCl, 0.02 M NaPO4, 1.015 M NaEDTA, pH 4,7), 
sendo posteriormente adicionada solução hipotônica para lise celular (0,5 mL de NaCl 0,2% ) 
por 30 s, seguidos por adição em igual volume de solução de NaCl 1,6% e glicose 5%. Após 
centrifugação (4 º C, 3000 RPM por 15 min), os pellets foram ressuspendidos em tampão 
0,05M NaPO4 (pH 5,4) contendo H-TAB, e foram então congelados (nitrogênio líquido) e 
descongelados (água corrente) por 3 vezes, sendo então centrifugados a 4 º C, 12000 RPM, 
por 15 min. Em seguida, os sobrenadantes foram congelados em nitrogênio líquido e 
posteriormente usados no ensaio. As amostras foram analisadas utilizando uma placa de 96 
poços com volume total de 50 μL/poço, pela combinação de amostra e 0,08 M de NaPO4 na 
proporção de 25:25, 20:30, 10:40, 1:49 e 0,5:49,5. Foram adicionados 25 μL de TMB 1,6 
mM/ poço. Cinco minutos depois, foram adicionados 100 μL de H2O2 0,5mM/poço e 
finalmente a reação foi interrompida adicionando-se 50 μL de H2SO4 4M/poço. A densidade 
óptica empregada nas leituras foi de 450 nm usando o espectrofotômetro Epoch, da Biotek, e 
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o programa Gen 5. Os resultados foram calculados pela comparação da densidade óptica do 
sobrenadante do tecido muscular com a curva padrão de neutrófilos (> 95% de pureza) e 
foram expressos como número de neutrófilos x 10
8
/mg de tecido.  
3.11. Quantificação de citocinas pelo teste de ELISA 
 A metodologia para a dosagem de citocinas no músculo gastrocnêmio de ratos foi 
baseada na descrição de Safieh-Garabedian et al., (1995). Resumidamente, amostras de tecido 
muscular foram obtidas 1/2, 1, 2, 3, 6, 24 horas após a contração muscular ou grupo sham e 1, 
3, 6 e 24 horas após a administração de carragenina ou seu veículo, salina, e homogeneizadas 
em solução Tampão Fosfato Salina (PBS) contendo Tampão Roche (Complete Inhibitor 
Roche; na concentração de 1:50, num volume total de 750µL) no equipamento Omni Bead 
ruptor 12 (USA, utilizando-se 7 beads de metal em eppendorfes de tampa de rosca, com 
velocidade de homogeneização máxima em até 6 tentativas de 20 segundos. Após a 
homogeneização, as amostras foram centrifugadas (4 º C, 10000 RPM, 5 min) e o 
sobrenadante foi utilizado para avaliar a concentração das seguintes citocinas pró-
inflamatórias: TNF-, IL-1, IL-6 e CINC-1 por ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay). As quantificações foram realizadas através dos seguintes kits Quantikine R&D 
Systems: TNF-α: Rat TNF-α DuoSet ELISA Kit (Catálogo número: DY 510), IL-1β: Rat IL-
1β/IL-1F2 DuoSet ELISA Kit (Catálogo número: DY 501) e IL-6: Rat IL-6 DuoSet ELISA 
Kit (Catálogo número: DY 506). Todos os procedimentos seguiram as instruções do 
fabricante e as análises foram realizadas empregando-se o espectrofotômetro Epoch, da 
Biotek, e o programa Gen 5. Os resultados foram calculados pela comparação da densidade 
óptica do sobrenadante do tecido muscular com a curva padrão de citocinas e foram expressos 
em pg de citocina/mg de proteína ou mg/tecido. Todos os procedimentos foram repetidos ao 
menos três vezes para garantir a reprodutibilidade dos resultados. 
3.12. Análises Estatísticas 
Para realização dos cálculos estatísticos foi utilizado o programa Prisma 5,0 e os 
dados com homogeneidade de variância foram analisados através da aplicação do teste 
estatístico One-Way análise de variância (ANOVA) e comparações múltiplas foram 
realizadas aplicando-se o teste de Tukey. Para análise temporal do limiar de retirada da pata 
em resposta a carragenina foi utilizado o teste de ANOVA two-way, com pós-teste de 
Bonferroni. Quando apropriado o teste t foi aplicado. Para todos os testes o nível de 
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significância foi estabelecido em p < 0.05 e os dados foram apresentados pela média ± o Erro 
Padrão da Média.  
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4. RESULTADOS  
4.1. Envolvimento dos receptores P2X3 expressos no corno da raiz dorsal no 
desenvolvimento da hiperalgesia muscular induzida pela contração estática.  
 
 Conforme demonstrado previamente por nosso grupo de pesquisa (Figura 2), o 
pré-tratamento intramuscular com A-317491 diminui a hiperalgesia muscular induzida pela 
contração estática, indicando que os receptores P2X3 periféricos estão envolvidos no 
desenvolvimento da hiperalgesia muscular induzida pela contração estática (MELO, 2014). 
Assim sendo, iniciamos o presente estudo avaliando se os receptores P2X3 expressos no 
corno da raiz dorsal da medula espinhal também participam desse processo. Os resultados 
demonstraram que o pré-tratamento intratecal com A-317491 (60 e 180 µg) reduziu a 
hiperalgesia muscular induzida pela contração estática (Fig. 5). O pré-tratamento intratecal 
com o veículo, salina, NaCl 0,9 %, não alterou a hiperalgesia induzida pela contração estática 
(Fig. 5).  
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Figura 5. Papel dos receptores P2X3 do corno da raiz dorsal da medula espinhal na 
hiperalgesia muscular induzida por contração estática. A administração intratecal do A-
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317491 (60 e 120 µg) reduziu a hiperalgesia muscular induzida pela contração estática, como 
indicado pelo símbolo “*” (p < 0,0001, F=21,78, teste de Tukey). A administração de salina 
intratecal não influenciou a hiperalgesia induzida pela contração estática (n=5, p > 0,05, teste 
de Tukey). O símbolo “#” indica resposta significativamente maior quando comparado ao 
grupo sham. 
 
4.2. Carragenina induz hiperalgesia muscular mecânica. 
 
Inicialmente, avaliamos o perfil temporal da hiperalgesia muscular mecânica 
induzida pela carragenina (100 µg) no ventre do músculo gastrocnêmio. Verificamos que a 
administração intramuscular de carragenina induziu hiperalgesia muscular mecânica entre ½ 
hora e 96 horas após sua administração, com pico em 3 horas quando comparado ao grupo 
controle (salina NaCl 0,9%; Fig. 6). A resolução da hiperalgesia aconteceu apenas após 120 
horas da administração da carragenina (Fig. 6). 
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Figura 6. Hiperalgesia muscular mecânica induzida pela carragenina. A administração de 
carragenina intramuscular (100 µg/50 µL) induziu respostas comportamentais hiperalgésicas 
significativamente maiores do que as induzidas pela administração da salina (NaCl 0,9%) 
logo após ½ hora, com pico em 3 horas e manutenção até 96 horas, como indicado pelo 
símbolo “*” (n=5, p < 0,0001, F= 40,20; ANOVA Two-way, teste de Bonferroni). 
 
50 
 
4.3. Envolvimento dos receptores P2X3 periféricos na hiperalgesia muscular induzida 
pela carragenina.  
 
Considerando o perfil temporal hiperalgésico induzido pela carragenina, a análise 
do envolvimento dos receptores P2X3 na hiperalgesia muscular induzida pela carragenina foi 
feita sempre no pico da resposta hiperalgésica, ou seja, três horas após a administração de 
carragenina. Para isso, administramos o antagonista seletivo dos receptores P2X3, A-317491, 
por via intramuscular, 5 minutos antes da administração de carragenina (100 µg). O pré-
tratamento com A-317491 (60 e 180 µg/músculo) foi capaz de reduzir a hiperalgesia muscular 
induzida pela carragenina (Fig. 7). A administração de A-317491 (60 μg) na pata contralateral 
não reduziu a hiperalgesia muscular, confirmando o envolvimento de receptores P2X3 
periféricos nesse processo (Fig 7). Ainda, a administração de A-317491 (60 µg/músculo) 
previamente à administração de NaCl 0,9% não influenciou no limiar de retirada da pata (Fig. 
7). 
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Figura 7. Papel dos receptores P2X3 periféricos na hiperalgesia muscular induzida pela 
carragenina. A administração intramuscular do antagonista seletivo dos receptores P2X3, A-
317491 (60 e 180 µg/músculo) reduziu significativamente a hiperalgesia muscular induzida 
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pela carragenina, como indicado pelo símbolo “*” (n=5, p < 0,0001, F= 88,75, teste de 
Tukey).   A administração do A-317491 na pata contralateral (ct) não afetou a hiperalgesia 
induzida pela carragenina (p > 0,05, teste de Tukey).  A administração do A-317491 sozinho 
não afetou o limiar basal (n=5, p > 0,05, teste de Tukey)     
 
 
4.4. Envolvimento dos receptores P2X3 do corno da raiz dorsal no desenvolvimento da 
hiperalgesia muscular induzida pela carragenina.  
  
Para analisarmos o envolvimento dos receptores P2X3 expressos no corno da raiz 
dorsal na hiperalgesia muscular induzida pela carragenina, foi realizado pré-tratamento com 
A-317491 por via intratecal. A dose escolhida foi determinada pela curva dose resposta 
realizada no modelo de contração estática, sendo utilizada a menor dose capaz de reduzir a 
hiperalgesia muscular (60 μg; Fig. 5). O pré-tratamento intratecal com A-317491, 60 µg, 
reduziu a hiperalgesia muscular induzida pela carragenina (Fig. 8). O pré-tratamento intratecal 
com NaCl 0,9% não alterou a hiperalgesia induzida pela carragenina (Fig. 8).  
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Figura 8. Papel dos receptores P2X3 expressos no corno da raiz dorsal na hiperalgesia 
muscular induzida pela carragenina. A administração intratecal do A-317491 (60 µg) 
reduziu a hiperalgesia muscular induzida pela carragenina, como indicado pelo símbolo “*” 
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(n=5, p = 0,0172, F = 6600; teste de Tukey). A administração de salina intratecal não 
influenciou a hiperalgesia induzida pela carragenina (n=5, p > 0,05, teste de Tukey).  
 
4.5. Envolvimento dos receptores P2X3 na migração de neutrófilos induzida pela 
contração estática. 
Para analisarmos o envolvimento dos receptores P2X3 na migração de neutrófilos 
induzida pela contração estática, os animais foram pré-tratados com A-317491, via 
intramuscular, e a atividade da enzima mieloperoxidase, que indica a migração de neutrófilos, 
no músculo gastrocnêmio foi avaliada. Os resultados demonstraram que o pré-tratamento com 
A-317491 (60 μg) preveniu o aumento da migração de neutrófilos induzida pela contração 
estática (Figura 9).  
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Figura 9. Receptores P2X3 modulam a migração de neutrófilos induzida pela contração 
estática. Pré-tratamento com A-317491 (intramuscular) preveniu o aumento na migração de 
neutrófilos induzida pela contração estática no tecido muscular, como indicado pelo símbolo 
”*” (n=5, p < 0,05; ANOVA One-way; teste de Tukey). O símbolo “#” indica resposta 
significativamente maior do que a induzida pelo grupo sham (n=5, p < 0,05; F=2159; 
ANOVA One-way; teste de Tukey). 
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4.6. Envolvimento dos receptores P2X3 na migração de neutrófilos induzida pela 
carragenina. 
Inicialmente analisamos se a administração de carragenina induziria migração de 
neutrófilos no tecido muscular no mesmo período do pico da resposta hiperalgésica, ou seja, 
três horas após a administração de carragenina. Os resultados demonstraram que a 
administração de carragenina intramuscular induziu aumento significativo na migração de 
neutrófilos para o tecido muscular três horas após sua administração quando comparado ao 
grupo salina. 
 Semelhante aos dados na contração estática, o pré-tratamento com A-317491 (60 
μg), intramuscular, preveniu o aumento da migração de neutrófilos induzido pela carragenina 
(Figura 10 ).  
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Figura 10. Receptores P2X3 modulam a migração de neutrófilos induzida pela 
carragenina. Carragenina induziu aumento na migração de neutrófilos quando comparado ao 
grupo salina, conforme indicado pelo símbolo “#” (n=5; p<0.0001, F= 14190; ANOVA One-
way, teste de Tukey). Pré-tratamento intramuscular com A-317491 (60 μg) preveniu o 
aumento dessa migração, como indicado pelo símbolo “*” (n=5; p < 0,0001, F=14190; 
ANOVA One-Way). 
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4.7. Envolvimento de citocinas pró-inflamatórias no modelo de hiperalgesia muscular 
induzida pela contração estática 
Como os resultados do nosso estudo anterior demonstraram que a contração 
estática do músculo gastrocnêmio de ratos induz hiperalgesia muscular através de 
mecanismos inflamatórios (SANTOS, et al., 2017), avaliamos, por 24 horas, se a contração 
estática induz liberação das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 no tecido 
muscular. Os resultados demonstraram que a contração estática não induziu aumento dos 
níveis de TNF-α (A), IL-1β (B) e IL-6 (C) nos períodos avaliados, quando comparado ao 
grupo sham (Figura 9). 
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Figura 9. Contração estática não induz aumento nos níveis de citocinas pró-
inflamatórias no tecido muscular. A contração estática não induziu aumento na 
concentração tecidual de TNF-α, IL-1β e IL-6 (C) nos períodos avaliados, quando comparado 
ao grupo sham (n=5, p > 0,05, teste de Tukey,  n=10).  
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5. DISCUSSÃO 
 
O presente estudo confirma o envolvimento dos receptores P2X3 periféricos e 
centrais na hiperalgesia muscular mecânica induzida pela contração estática e demonstra pela 
primeira vez seu papel na hiperalgesia induzida pela carragenina. Demonstramos também que 
os receptores P2X3 estão envolvidos com a migração de neutrófilos induzida nesses dois 
modelos. Por fim e paralelamente, verificamos que a contração estática não induz, pelo menos 
até 24 horas, liberação de citocinas pró-inflamatórias.  
Os dados do presente estudo demonstraram que os receptores P2X3, expressos 
tanto no músculo gastrocnêmio quanto no corno da raiz dorsal da medula espinhal, são 
essenciais para o desenvolvimento da hiperalgesia muscular mecânica induzida pela contração 
estática e pela carragenina. Esses dados são suportados por estudos que relacionaram os 
receptores P2X3 ao desenvolvimento de diferentes modelos de dor muscular, incluindo 
Adjuvante Completo de Freud (CFA) (KNEŽEVIĆ et al., 2016), contração excêntrica 
(SHINODA et al., 2008; DESSEN et al., 2010; NOMA et al., 2013) e interferência oclusal  
(SUN et al., 2016; QI et al., 2016). Os receptores P2X3 também estão envolvidos no 
desenvolvimento de condições dolorosas em outros tecidos, incluindo hiperalgesia mecânica 
induzida pela ligação parcial do nervo ciático (BARCLAY et al., 2002), hiperalgesia térmica 
induzida pelo CFA intraplantar e hiperalgesia térmica e alodinia tátil induzida por constrição 
crônica do nervo ciático (NOVAKOVIK et al., 1999) ou ligação dos nervos L5/ L6 (JARVIS 
et al., 2002), dor induzida pelo câncer (HANSEN et al., 2012), dor da endometriose (YUAN 
et al.,2017), dor articular (TEIXEIRA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2017) e dor visceral 
(DEITEREN et al., 2015). Sabe-se que a ativação dos receptores P2X3 aumenta a 
susceptibilidade dos nociceptores aos mediadores inflamatórios finais como as 
prostaglandinas e aminas simpatomiméticas (PRADO et al., 2013). Considerando-se que a 
hiperalgesia induzida pela contração estática e pela carragenina é mediada por prostaglandinas 
e/ou aminas simpatomiméticas (SANTOS et al., 2017; CUNHA et al., 1991; CHOPADE et 
al., 2014), sugerimos que a contração estática assim como a carragenina induziram liberação 
de ATP, que via ativação de receptores P2X3, aumentou a susceptibilidade dos nociceptores 
musculares aos mediadores inflamatórios finais.  
Nosso grupo também demonstrou que a hiperalgesia muscular induzida pelo 
agonista não seletivo de receptores P2X3, αβ-meATP, é modulada pela migração de 
neutrófilos (SCHIAVUZZO et al., 2015). Agora, no presente estudo demonstramos, pela 
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primeira vez, que os receptores P2X3 modulam a hiperalgesia muscular induzida pela 
contração estática e também pela carragenina. É importante destacar que o envolvimento da 
migração de neutrófilos na hiperalgesia induzida pela carragenina só havia sido descrita no 
tecido subcutâneo (OLIVEIRA et al., 2009). É amplamente conhecido que a migração de 
neutrófilos participa de diferentes condições dolorosas (GIORGI et al., 1998; CARREIRA et 
al., 2013; SUO et al., 2014; SCHIAVUZZO et al., 2015; MULLEY et al., 2016), incluindo a 
dor muscular (TOUMI et al., 2006; KANDA et al., 2010; BORGHI et al., 2014; 
MANJAVICH et al., 2014). Entretanto, o papel dos receptores P2X3 na migração de 
neutrófilos associada à hiperalgesia inflamatória parece ser dependente do tecido, uma vez 
que os receptores P2X3 estão envolvidos na migração de neutrófilos induzida pela 
carragenina na articulação do joelho de ratos (TEIXEIRA et al., 2017) mas não no tecido 
subcutâneo de ratos (OLIVEIRA et al., 2009). O mecanismo pelo qual os receptores P2X3 
modulam a migração de neutrófilos na hiperalgesia muscular induzida pela contração estática 
e carragenina ainda é desconhecido. Entretanto, considerando-se que os neutrófilos modulam 
a dor inflamatória através da prostaglandina E2 (CUNHA et al., 2008) e que tanto a 
hiperalgesia induzida pela contração estática (SANTOS et al., 2017) quanto pela carragenina 
(CHOPADE et al., 2014) são moduladas por prostaglandinas, sugerimos que a contração 
estática e a carragenina tenham induzido liberação de ATP endógeno, que via ativação de 
receptores P2X3, contribuiu para a migração de neutrófilos e liberação de prostaglandinas E2 
no tecido muscular.  
Por fim, demonstramos que não há aumento dos níveis teciduais de TNF-α, IL-1β e 
IL-6 e no período de 24 horas após o fim da contração estática. Esses dados são suportados 
pela demonstração de que a carragenina não induz aumento dos níveis de TNF-α após a 
administração intramuscular de carragenina, e o aumento na concentração de IL-1β só ocorre 
após 24 horas (LORAM et al., 2013). É importante salientar que não podemos excluir a 
possibilidade de terem ocorrido aumentos nos níveis dessas citocinas em períodos além de 24 
horas. Além disso, a contração estática é o tipo de contração mais relacionada à fadiga em 
humanos (BABAULT et al., 2006). Portanto, é possível que a contração tenha aumentado o 
fluxo sanguíneo local por mecanismos envolvidos com a fadiga (AMANN et al., 2010; 
AMANN et al., 2011a; AMANN et al., 2011b) e promovido a remoção das citocinas na área 
(AMANN et al., 2006), entretanto, novos estudos são necessários para confirmar essa 
hipótese. 
 
59 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusões 
60 
 
6. CONCLUSÕES 
 
Os resultados do presente estudo demonstraram que os receptores P2X3 expressos 
no tecido muscular e no corno da raiz dorsal da medula espinhal são importantes moduladores 
da hiperalgesia muscular mecânica induzida pela contração estática e pela carragenina, ambos 
modelos de dor muscular de origem inflamatória. Além disso, demonstramos que os 
receptores P2X3 modulam a migração de neutrófilos induzida nos dois modelos de dor 
muscular. Esses resultados sugerem que os estímulos inflamatórios no tecido muscular 
induzem liberação endógena de ATP, o qual via ativação de receptores P2X3, contribui para o 
desenvolvimento da dor muscular através da modulação da migração de neutrófilos. Assim 
sendo, os receptores P2X3 parecem ser importantes alvos farmacológicos no controle da dor 
muscular de origem inflamatória.   
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CAPÍTULO 2 - Desenvolvimento de Camundongos GCaMP6 para estudo dos 
mecanismos de dor e fadiga muscular 
 
Informações sobre o projeto: 
 
Orientador no exterior: Prof. Dr. Alan Light, Departamento de Anestesiologia, Faculdade 
de Medicina, da Universidade de Utah, Estados Unidos. 
 
Co-orientador no exterior: Prof. Dr. Markus Amann, Laboratório de Pesquisa Vascular, 
Hospital de Veteranos, Universidade de Utah, Estados Unidos. 
 
Período do Estágio: maio a outubro de 2017. 
 
Bolsa de estudos: Programa PDSE da CAPES 
 
RESUMO:  
Os receptores de potencial transitório vanilóide do tipo 1 (TRPV1) são seletivamente 
expressos no conjunto de fibras neuronais que respondem à capsaicina, prótons e ao calor 
nocivo (> 44 ° C). Sabe-se que os receptores TRPV1 são importantes no desenvolvimento da 
dor (CATHERINA et al 2000) e que a combinação de prótons, lactato e ATP é fundamental 
para a estimulação das fibras III/IV em camundongos (LIGHT et al., 2008) e para o 
desenvolvimento de dor e fadiga muscular em seres humanos (POLLAK et al., 2014). 
Entretanto os mecanismos envolvidos com o funcionamento desses receptores no gânglio da 
raiz dorsal ainda não são bem compreendidos. Portanto, o objetivo deste estudo foi, 
inicialmente, desenvolver uma linhagem de camundongos que expressasse a proteína 
fluorescente GFP (Green Fluorescente Protein) apenas nas fibras TRPV1 positivas (
+
). Para 
isso, obtivemos da empresa Laboratórios Jackson 2 linhagens de animais, fêmeas GCaMP6 e 
machos TRPV1. Esses animais foram inicialmente cruzados, e as proles foram avaliadas 
quanto a expressão de GCaMP6 e Cre via genotipagem. Verificamos que os cruzamentos 
entre esses animais eram capazes de gerar animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
. A seguir, o 
objetivo foi analisar, a partir de cultura de células primárias do gânglio da raiz dorsal (GRD), 
se era possível verificar fluorescência via análise usando a técnica de calcium imaging (que 
detecta o influxo de Ca
2+
 no interior das células, representando a ativação das células 
neuronais) comparando neurônio de origem muscular aos demais. Para isso, os animais 
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TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 receberam entre 7 e 10 dias de vida a administração do agente 
fluorescente DiI diretamente no ventre do tecido muscular. Esses animais tiveram seus 
gânglios removidos por volta de 15 a 30 dias pós-administração de DiI e incubadas até 16 e 
24 horas. Além disso, analisamos também o padrão de resposta dessas fibras a diferentes 
doses de metabólitos e a administração de capsaicina e KCl. Verificamos que os GRD de 
animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 apresentaram fluorescência suficiente para as análises no 
Calcium imaging e que de todas as células presentes na cultura 57,64% apresentavam DiI, 
indicando-nas como neurônios do tecido muscular. Destas 78,3% expressavam GFP (sendo 
neurônios TRPV1
+
). Por fim, verificamos que 1/3 dessas células não respondem a capsaicina, 
indicando que existem fibras TRPV1 silentes. A seguir, analisamos se estas células eram 
capazes de responder a uma dose moderada (pH 7.0) e alta (pH 6.6) de metabólitos. 
Verificamos que 20% dos neurônios sensoriais marcados com DiI respondem a administração 
dos metabólitos e que 85,6% dos neurônios que respondem ao pH 7.0 e 100% dos que 
respondem a pH 6.6 são positivos para TRPV1. Esses dados sugerem, portanto, que os 
animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 são uma importante ferramenta no estudo da dor muscular e 
que os receptores TRPV1 é expresso em mais de 50% dos neurônios sensoriais musculares do 
GRD, sendo cerca de 1/3 deles não responsivo a capsaicina. Por fim, concluímos também que 
os receptores TRPV1 são fundamentais na resposta a diferentes doses de metabólitos 
responsáveis pela indução das sensações de dor e fadiga. 
 
Palavras-chave: GCaMP6, TRPV1, dor muscular, fadiga, gânglio da raiz dorsal.  
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8. INTRODUÇÃO 
 
Sabe-se que diversas doenças crônicas como fibromialgia (VAILLANT et al., 
2016), disfunção temporomandibular (DAHAN et al., 2016), dor miofascial e enxaqueca 
tensional apresentam como sinal clínico clássico não apenas a sensação de dor mas também 
sintomas de fadiga crônica (SERTEL et al., 2016).  
Caracterizado pela primeira vez por Angelo Mosso em 1904, através da 
observação de pássaros que chegavam extremamente exaustos a costa italiana após uma longa 
trajetória partindo África, e baseando-se na caracterização do perfil de fibras musculares e do 
padrão de resposta muscular a contração estática voluntária ou induzida por estimulação 
elétrica (MOSSO, 1904; GIULIO et al., 2006; DI GIULIO, 2011), o conceito de fadiga é 
amplo e refere-se a uma variedade de sensações de origem periférica e central, geral ou 
mental e que se relacionam a alterações transitórias na capacidade em se desempenhar uma 
dada atividade física (ENOKA; DUCHATEAU, 2008; CAUDHURI; BEHAN, 2004; 
TANAKA; WATANABE, 2012).  
Dentre os sinais gerais envolvidos com a fadiga podemos citar o declínio 
progressivo na habilidade de ativar a musculatura voluntária, manutenção de contração 
muscular máxima ou habilidade de desenvolver contração muscular estática, perda de força, 
de torque (acima de 50%) e de resistência muscular; dentre os sinais mentais temos uma 
maior percepção de cansaço após uma dada atividade, e esse sintoma pode se apresentar ao 
repouso (FINSTERER; MAHJOUB, 2014). Em relação aos sinais centrais temos a falência na 
capacidade do córtex motor em recrutar unidades musculares, redução do feed-back negativo 
vindo das fibras aferentes do fuso neuromuscular e perda da atividade de coordenação entre 
sistema nervoso central e neurônios motores. Por fim, dentre os sintomas periféricos temos o 
declínio da máxima força muscular, senso de exaustão e perda de energia, redução da 
produção d e ATP e incapacidade desenvolver ou manter a contração muscular adequada 
(FINSTERER AND MAHJOUB, 2014). 
 A fadiga muscular é muitas vezes relacionada à atividade física voluntária e 
esportiva (BURNLEY; JONES, 2018), mas pode ser encontrada muitas vezes em diversos 
tipos de condições patológicas (FINSTERER; MAHJOUB, 2014) que incluem desordens 
neurológicas e doenças neuromusculares (SCHILLINGS et al., 2007; FÉASSON et al., 2006), 
condições infecciosas, inflamatórias (MCCORMACK et al., 2018; ABU-SHAKRA et al., 
2018) e na dor muscular (RUSSELL et al., 2018; BANERJEE et al., 2017). 
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Entretanto, apesar de se conhecer a relação entre fadiga e dor muscular, os 
mecanismos pelos quais elas se inter-relacionam ainda são pouco compreendidos (para 
revisão, AMANN; LIGHT, 2015).  
Já foi demonstrado o envolvimento das fibras III e IV, classicamente envolvidas 
na condução do estímulo doloroso vindo dos tecidos viscerais (como o tecido muscular) 
também estão envolvidos com a condução da sensação de fadiga, uma vez que o bloqueio 
dessas fibras pela administração intratecal de fentanil altera o padrão de fadiga em humanos 
(AMANN et al., 2011; AMANN et al., 2014; SIDHU et al., 2014). Além disso, a ativação dos 
receptores P2X, TRPV1 e ASIC3, classicamente envolvidos na condução e sinalização da dor 
muscular (GREGORY et al., 2015), também participam da sinalização da fadiga crônica 
(LIGHT et al., 2008; POLLAK et al., 2014). Entretanto, apesar da sua relevância clínica, os 
mecanismos envolvidos com o desenvolvimento de fadiga e dor muscular ainda são pouco 
compreendidos.  
Os receptores de potencial transiente vanilóide do tipo 1 (TRPV1) são receptores 
da família dos receptores de potencial transiente (TRP), ativados por capsaicina (CATERINA 
et al., 1997), baixo pH e calor nocivo (acima de 43° C) (CATERINA et al., 1997; 
TOMINAGA et al., 1998) e lipídios (JULIUS; BAUSBAM, 2001). Esses receptores já foram 
descritos como expressos preferencialmente em fibras C (HU et al., 2008) e já foram descritos 
como importantes moduladores de condições como dor (para revisão: NUMAZAKI; 
TOMINAGA, 2004; DAI et al., 2016; MARRONE et al., 2017), dor muscular (YUKSEL et 
al., 2017; WANG et al., 2017). 
Nesse sentido, considerando a importância das fibras TRPV1 positivas para o 
processo de transmissão da informação dolorosa, este estudo baseou-se no uso de algumas 
técnicas do campo da optogenética para estudo e caracterização da distribuição e função dos 
receptores TRPV1 do gânglio da raiz dorsal na dor e fadiga muscular por meio da criação de 
animais Cre-TRPV1/GCaMP6
+
, ou seja, de animais com sensores endógenos de Ca
+2
 apenas 
nas fibras contendo receptores TRPV1. O presente estudo descreve o processo de criação e 
desenvolvimento desses animais, os procedimentos de preparo e coleta do gânglio da raiz 
dorsal para estudo de cultura dos neurônios do gânglio e sua avaliação inicialmente da sua 
capacidade de emitir fluorescência observável e captável pelo microscópio de imaginologia 
do cálcio. Além disso, verificamos a distribuição de células neuronais musculares e não 
musculares e o padrão de resposta destas células a diferentes concentrações de metabólitos 
mimetizando as concentrações encontradas em condições de dor e fadiga. 
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9. OBJETIVOS 
 
 Desenvolver animais que expressassem proteína fluorescente GFP apenas nas fibras 
aferentes primárias contendo TRPV1. 
 
  Analisar a partir de cultura de células primárias do gânglio da raiz dorsal se era 
possível verificar fluorescência através da técnica de calcium imaging. 
 
 Confirmar se essas respostas são provenientes de células neuronais. 
 
 Comparar o padrão de expressão de células GFP positivas em células do GRD 
comparando células de origem muscular e não musculares. 
 
 Analisar e comparar o padrão de resposta das células neuronais do GRD a diferentes 
doses de metabólitos. 
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10. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
10.1. Questões Éticas 
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as regras do National 
Institute of Health (NIH) e o Guia para cuidado e uso de animais de laboratório (NIH nº. 
80-23) e foram previamente aprovados pelo Comitê de Pesquisa Animal do Centro de 
Ciências da Saúde da Universidade de Utah. Todos os cruzamentos foram realizados 
observando-se a capacidade de manter os animais saudáveis e evitando ao máximo 
qualquer tipo de sofrimento.  
10.2. Primeira Etapa - Desenvolvimento dos animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+ 
 
10.2.1. Cruzamentos para obtenção dos animais 
Para realização deste trabalho, inicialmente 3 camundongos 4 RCL-GCaMP6f e 3 
animais TRPV1-Cre (B6.1229-Trpv1 TM1(Cre) Bbm/j mouse) foram obtidos do Laboratório 
Jackson (Sacramento, Califórnia). Esses animais foram cruzados com objetivo de criar uma 
colônia de animais GCaMP6/Cre-TRPV1, por meio do cruzamento das linhagens iniciais. O 
objetivo final disso foi criar uma linhagem de camundongos transgênicos, capazes de 
expressar a proteína fluorescente verde (GFP) apenas nas fibras TRPV1 positivas, e emitir 
fluorescência observável e mensurável no equipamento de calcium imaging. Posteriormente, 
o objetivo foi avaliar se a cultura de gânglios da raiz dorsal (GRD) desses animais poderia ser 
avaliada por microscopia de fluorencência, do tipo calcium imaging. Dessa forma, 
poderíamos registrar a atividade de todas as terminações aferentes dos grupos III/IV vindas do 
músculo esquelético de camundongos a fim de estudar o padrão de resposta destas fibras a 
diferentes concentrações de metabólitos, mimetizando condições de dor ou de fadiga 
muscular.   
10.2.2. Genotipagem 
Para confirmar que os animais realmente expressavam essa característica 
realizamos genotipagem de todos os animais resultados desses cruzamentos. Para a 
genotipagem inicialmente anestesiamos os animais em água gelada entre 2 e 4 minutos  e 
coletamos uma pequena amostra da orelha dos camundongos, entre 7 e 10 dias de vida. Essas 
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amostras foram tratadas com solução de NaOH  a 10M e foram aquecidas no ebulidor por 
cerca de 30 minutos, homogeneizadas no vórtex e novamente deixadas no ebulidor por 30 
minutos.  As amostras foram tratadas com os diferentes primers (para Cre e GCaMP6) e 
deixadas no termociclador por 1 hora. A seguir as amostras foram transferidas a um gel de 
agarose a 1% e a seguir transferidas por 1 hora usando o eletroporador. As análises foram 
realizas no fotodocumentador da Bio Raid e avaliadas quanto a expressão de bandas desses 
genes Cre ou GCaMP6 através do programa Quantitation One. Apenas os animais que 
apresentassem a expressão de Cre e de GCaMP6 foram empregados nos experimentos 
seguintes.  
 
10.3.  Segunda Etapa - Experimentos in vitro  
 
Após a obtenção dos animais propostos, passamos a uma segunda etapa desse 
projeto, na qual registramos as respostas das fibras TRPV1
+
 à administração de baixas e altas 
doses de metabólitos usando preparações in vitro. Para isso, avaliamos via imaginologia a 
expressão de GFP, marcador da presença de receptores TRPV1, e da proteína fluorescente 
DiI, indicadora de células neuronais que inervassem o tecido muscular. 
  
10.3.1. Administração de DiI 
Os animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 receberam entre 7 e 10 dias de vida a 
administração do agente fluorescente DiI diretamente no tecido muscular conforme descrito 
por Light et al (2008). Para isso os animais foram anestesiados usando água gelada (por até 4 
minutos). Após anestesiados os animais eram gentilmente colocados sobre o campo cirúrgico 
estéril. Inicialmente os animais tiveram a área do gastrocnêmio limpa com álcool 70% e 
utilizando um bisturi foi feita uma pequena incisão na pele da região lateral da coxa expondo 
assim o músculo gastrocnêmio. A seguir uma cânula de pequeno diâmetro foi acoplada a uma 
seringa Hamilton e foi realizada a administração de 3½  a 4 µL de  DiI diretamente no tecido 
muscular. Por fim, a ferida cirúrgica foi colada com cola veterinária e os animais mantidos em 
uma caixa aquecida com temperatura de 36
◦ 
C até estarem completamente recuperados, secos 
e aquecidos. Esses animais retornavam as esta ntes ventiladas e eram usados novamente na 
idade de 20 a 30 dias de vida para as análises via calcium imaging. Como controle utilizamos 
animais C57Bl/6. 
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10.3.2. Cultura de gânglios da raiz dorsal 
Para as análises in vitro analisamos o padrão de respostas das células do gânglio 
da raiz dorsal a diferentes concentrações de metabólitos. Para isso, os animais TRPV1-
Cre/GCaMP6
+
 foram rapidamente anestesiados com isofluorane e eutanasiados com 
deslocamento cervical. Os gânglios da raiz dorsal da região lombar direita, lado injetado com 
DiI, foram coletados (6 gânglios), com auxílio de um microscópio óptico. Esses gânglios 
foram transferidos em solução de HBSS. Essas células foram tratadas com tripsina e 
incubadas a 37° C por 15 minutos, posteriormente lavadas (3X) com solução de MEM + 10% 
de FBS (3 mL/lavagem/poço) e homogeneizadas. A seguir, essas células foram gentilmente 
centrifugadas (1.2 RPM, temperatura ambiente, 5 minutos) e foram gentilmente 
ressuspendidas por pipetação. 30µL dessa solução contendo células e MEM + 10% FBS foi 
colocada em uma placa de cultura de 48 poços (tratadas previamente com poli-L-lysine e 
laminin), em uma área delimitada por anéis de silicone (0.5mm de altura por 4mm de 
diâmetro) e mantidas na estufa a 37° C por 1 hora. A seguir, foi administrado 1 mL de GDNF 
(10ng/mL) (Glial-derived neurotrophic fator, do inglês, fator de crescimento glial) e as placas 
retornavam a estufa podendo ser empregadas nas análises entre 16 e 23 horas. No segundo dia 
de análise, as amostras foram lavadas com pH 7.4 oxygenated observation media aquecida a 
37° C por 3 vezes e receberam observation media para as análises.  
10.3.3. Calcium Imaging 
O equipamento empregado para as análises foi o microscópio Olympus 
fluorescente, acoplado a um computador com o software Metafluor 5.0 (Universal Imaging) e 
Adobe photoshop para a seleção das imagens. 
Todas as análises foram realizadas em temperatura ambiente (20-25° C), em sala 
escura, e as células posicionadas ao microscópio de forma a se obter o melhor foco e maior 
quantidade de células possíveis no campo. A identificação de células neuronais seguiu os 
critérios propostos por Light et al., (2008).  
Após o posicionamento das células no campo, eram realizadas inicialmente os 
registros do baseline, seguidos pela administração de metabólitos, lavagem e ao final de cada 
experimento foram aplicados 200nM de capsaicina, seguida por lavagem e então aplicação de 
50mM de KCl para assegurar que os registros obtidos eram provenientes de células neuronais. 
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Apenas células que responderam a capsaicina e/ou KCl foram consideradas neurônios e 
incluídas nas avaliações finais. A média de células por campo foi de 151 ± 10/ campo. Para 
cada célula a taxa de intensidade de fluorescência foi analisada (entre os comprimentos de 
onda de 340nm/380nm, normalizada para máximo de 1.0 e mínimo de 0) e registrada em uma 
tabela de dados e formação de gráficos. 
Os metabólitos e drogas foram administrados usando-se duas pipetas: uma para 
remoção das soluções e outra para administração. O momento de administração de soluções 
por si só induz a formação de artefatos que são normalizados posteriormente com base em 
registros de células naive. A média de imagens baseline é de 30 antes do início da 
administração de metabólitos. A resposta das células aos metabólitos é considerada após cerca 
de 600 a 1000 imagens fluorescentes (média de 2 segundos pós-administração). 
10.3.4. Análise do padrão de resposta a metabólitos 
Para análise do padrão de respostas das células a altos e baixos níveis de 
metabólitos utilizamos conforme padronizado previamente por Light et al., (2008) as 
seguintes concentrações de metabólitos, combinado ATP, lactato e pH (como medida da 
concentração de íons H
+
): 
- pH 7.4, ATP 300nM e Lactato 1mM; 
- pH 7.0, ATP 500nM e Lactato 10mM; 
- pH 6.6, ATP 2µM e Lactato 15mM. 
 
A preparação dos metabólitos foi realizada imediatamente antes do início das 
administrações nos poços (volume total de 500 µL/ aplicação) uma vez que a meia vida do 
ATP é de até 20 minutos.  
 
 
10.4. Análise estatística 
 
Os dados de cada análise foram registrados em uma planilha do Excel para 
posterior avaliação. Essas análises subtraem o valor da variação do baseline e determinam os 
valores de média e desvio padrão e comparam com a média e desvio padrão pós 
administração de metabólitos. Foram definidas respostas como taxas de elevação 2 vezes 
acima do valor do baseline.  
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Para as análises estatísticas foram usadas como padrão a ANOVA one-way para 
analisar a respostas as diferentes doses de metabólitos. Para comparações múltiplas foi 
utilizado o teste de Dunnett’s e usado o valor de 0.05 como referencia estatística. Para 
comparações entre os grupos foi usado p teste de Tukey-Kramer. As imagens estão descritas 
como média e desvio padrão. 
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11. RESULTADOS 
11.1. Desenvolvimento de camundongos TRPV1-Cre/GCaMP6
+
:  
Verificamos inicialmente que cruzamento entre fêmeas GCaMP6 e machos Cre-
TRPV1 foi capaz de criar uma nova linhagem de animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
, uma vez 
que as análises via genotipagem detectaram animais apresentando o gene Cre e GCaMP6 ao 
mesmo tempo. É importante deixar claro que nem todos os animais apresentaram essa 
característica. Apenas os animais Cre
+
 e GCaMP6
+
 foram usados para as análises seguintes. A 
figura 12 representa uma análise realizada no laboratório que demonstrou os animais A,B,C,D 
e E como positivos para Cre e A,B,C,D,E e F para GCaMP6. Nesse caso, apenas os animais 
A,B,C,D e E foram utilizados nas análises que se seguiram. Outro ponto importante é que o 
cruzamento desses animais gerou animais saudáveis e normais. Sem alterações fenotípicas 
importantes. 
 
Figura 12. Resultado da genotipagem de uma linhagem de animais derivados do cruzamento 
de animais Cre-TRPV1 e GCaMP6. Os animais foram considerados TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 
quando demonstravam expressão de ambas as bandas no teste de Northern Blot.   
11.2. Caracterização anatômica da cultura de células do gânglio da raiz dorsal de 
animais TRPV1-cre/GCaMp6
+
 
Após a confirmação do animais como TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 nós iniciamos a 
etapa de  análises in vitro. Verificamos inicialmente, que as culturas dos gânglios da raiz 
dorsal de animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 eram capazes de emitir fluorescência quando 
avaliados ao microscópio de calcium imaging, como pode ser verificado na Figura 13. 
Podemos verificar conforme demonstrado na Figura 13 que as marcações do GFP podem ser 
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vistas no interior das células sugerindo, portanto, que realmente as marcações do GFP foram 
feitas em células neuronais. 
 
 
Figura 13. Células do gânglio da raiz dorsal de camundongos TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 são 
capazes de emitir fluorescência detectável pela técnica de cálcio imaging. A imagem a direita 
no topo, da cultura de neurônios do gânglio da raiz dorsal de animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
, 
a luz branca do microscópio (bright field), demonstra a localização das células sem a emissão 
de fluorescência (aumento de 2X). A imagem superior, a esquerda demonstra o padrão de 
fluorescência para o GFP.  
 Verificamos também que a administração de capsaicina foi capaz de aumentar a 
emissão de fluorescência em células neuronais conforme pode ser verificada na Figura 14. 
Confirmando a hipótese de que as fibras são TRPV1
+
. 
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Figura 14. Células do gânglio da raiz dorsal de camundongos TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 
emitindo fluorescência em resposta a capsaicina (aumento de 10X) neurônios e dendritos e 
coloração dessas áreas. 
 
A partir desses dados iniciais passamos a avaliação inicialmente anatômica do perfil de 
expressão dos GFP e, portanto, dos receptores TRPV1, nas células de cultura. Podemos 
verificar, conforme demonstrado na Figura 15 a expressão de GFP e DiI no interior dessas 
células. Demonstramos também que essas marcações puderam gerar imagens de colocalização 
conforme demonstrado em Merge. 
 
Figura 15. Análise de células do gânglio da raiz dorsal de animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
. 
Imagem no topo a esquerda: cultura de neurônios na imagem de bright field. As mesmas 
células foram analisadas no filtro para GFP (topo a direita) e DiI (inferior a esquerda). 
Verificamos que há interjunção de expressão de GFP e DiI. Áreas em verde e vermelho 
indicam co-marcação tanto de GFP e DiI. Essa imagem demonstra que os neurônios contendo 
TRPV1 são fluorescentes ao microscópio e que há expressão de GFP nos tecidos neurais de 
neurônios do Gânglio da raiz dorsal de animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 sejam eles de origem 
muscular ou não. 
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Conforme demonstrado na Figura 16, 57,64% da cultura de células avaliadas 
apresentavam DiI sugerindo, portanto, que mais da metade das células do GRD das áreas L1 a 
L6 são de origem muscular. Destas 78,3% apresentam GFP, sendo que apenas 1/3 delas não 
respondem a capsaicina, agonista dos receptores TRPV1.  
 
Figura 16. Quantificação das células do gânglio da raiz dorsal apresentando marcador DiI 
indicativas de neurônios de origem muscular. 57,64% das células do gânglio da raiz dorsal 
são DiI positivas, sendo que destas 78,3% apresentam são co-marcadas para GFP, indicativo 
da presença dos receptores TRPV1. Destas 27,7% não respondem a capsaicina, indicando 
neurônios silentes. 
 
11.3. Padrão de resposta das células do gânglio da raiz dorsal a diferentes doses de 
metabólitos 
Esses dados sugerem, portanto, que maioria das fibras neuronais dos gânglios 
dorsais de L1 a L6 são de origem muscular e que mais de 1/3 delas apresentam receptores 
TRPV1, demonstrando a importância destes receptores na condução de informações 
sensoriais advindas do tecido muscular. Surpreendentemente, 1/3 das células TRPV1 
positivas não respondem a administração de seu agonista, a capsaicina, sugerindo portanto, 
que existem receptores e fibras silentes.  
Por fim, conforme demonstrado na Figura 17, 20% dos neurônios DiI positivos 
respondem a administração de metabólitos. Destes 85,6% dos que respondem ao pH 7.0, 
mimético de condições de fadiga muscular, e 100% dos que respondem ao pH 6.6 são 
TRPV1
+
.  
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Figura 17. Quantificação do padrão de resposta dos neurônios de origem muscular a 
diferentes concentrações de metabólitos e quanto a expressão de receptores TRPV1. 
Porcentagem de neurônios que respondem a metabólitos (acima da linha eixo x) e que não 
respondem a metabólitos (abaixo do eixo x). Cerca de 20% dos neurônios respondem a 
concentrações moderadas (pH 7.0) e altas (pH 6.6) de metabólitos. Nós encontramos que a 
vasta maioria dos neurônios (86,5 e 100% das células respondem a moderadas e altas doses de 
metabólitos) são TRPV1
+
.  Interessantemente, as células TRPV1 silentes são quase 
irresponsivas a metabólitos.  Esses resultados sugerem que os receptores TRPV1 são 
necessários a responsividade das células a metabólitos. 
 
 
A Figura 18 demonstra o padrão de resposta das células neuronais e não neuronais 
a diferentes concentrações de metabólitos e as administrações de capsaicina e KCl que 
confirmam as respostas como sendo neuronais. 
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Figura 18. Traçado representativo das respostas de Ca
+2
 em neurônios individuais e células 
não neuronais em respostas aos diferentes tratamentos. As linhas pontilhadas indicam o 
momento em que 3 diferentes concentrações de metabólitos, capsaicina e KCl foram 
administradas as células. 
 
Esses resultados podem ter maiores implicações para o entendimento da fadiga muscular e dor 
muscular. Acredita-se atualmente que os receptores TRPV1 não possuem papel significativo 
no desenvolvimento de dor e fadiga, uma vez que as taxas de pH observadas em resposta ao 
exercício não são suficientemente altas para ativar os receptores TRPV1. Acreditamos, no 
entanto, eles podem ser ativados por prostaglandinas ou aminas que aumentam com o 
exercício induzindo sensibilização.  
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12. DISCUSSÃO 
Os resultados do presente estudo demonstram, pela primeira vez, o processo de 
desenvolvimento de uma nova linhagem de camundongos: TRPV1-Cre/GCaMP6
+
, que 
apresentam fluorescência apenas nas fibras sensoriais primárias TRPV1 positivas. Esses 
animais foram obtidos como resultado do cruzamento de animais TRPV1-Cre com animais 
GCaMP6, com sensores endógenos de cálcio.  
Animais transgênicos da linhagem GCaMP6 tem sido empregados para estudo de 
diversas condições, sendo um dos indicadores de cálcio mais empregados na imaginologia 
neuronal e para as técnicas de quantificação dos níveis de íons cálcio (DING et al., 2014). 
Uma vez que esses animais possuem codificados em seu gene o complexo: Miosina 13 (ou 
M13), proteína fluorescente verde (Green Fluorescent Protein – GFP) e Calmodulina. Esse 
complexo age como um indicador do movimento de íons cálcio no interior da célula neuronal. 
Isso significa que o aumento dos níveis de cálcio ou sua mobilização gera fluorescência e esta 
pode ser mensurada e avaliada por diversas técnicas como calcium imaging e também por 
técnicas como o Two-photon imaging (CHEN et al., 2013). Uma das principais 
aplicabilidades dessa técnica de optogenética é a criação de animais que podem ser avaliados 
em tempo real, in vivo, durante diversos tipos de condições fisiológicas e patológicas 
(OUZOUNOV et al., 2017; RENNINGER; ORGER, 2013). 
Os camundongos GCaMP6 fazem parte da família de indicadores de cálcio, os 
GCaMP, desenvolvidos por Junichi Nakai em 2001 (Nakai et al., 2001). Os primeiros animais 
criados dentro dessa variante foram desenvolvidos em 2004 (Ji et al., 2004). Desde então 
foram criadas 6 linhagens de camundongos GCaMP, sendo os GCaMP6 a variante com maior 
espectro de fluorescência (OHKURA et al., 2012; AKERBOOM et al., 2012). O cruzamento 
de animais GCaMP6 com animais contendo o driver Cre, permite o desenvolvimento de 
linhagens específicas para estudos, como por exemplo, o dCys-GCaMP para estudo dos 
mecanismos envolvidos com os receptores NMDA (CAI et al., 2014).    
Em nosso estudo verificamos que o cruzamento de animais GCaMP6 e TRPV1-
Cre. Esse cruzamento foi capaz de gerar animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 viáveis e saudáveis. 
Verificamos que a cultura de gânglio da raiz dorsal desses animais foi capaz de emitir 
fluorescência capaz de ser caracterizada e mensurada via calcium imaging. Esse dado é 
interessante, uma vez que demonstram que foi possível desenvolver uma nova ferramenta de 
estudo para novos estudos na área de fisiologia, anatomia e histologia.  
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Foi descrito que a combinação dos metabólitos ATP, lactato e prótons é capaz de gerar 
dor (GREGORY et al., 2015) e aumento dos níveis de cálcio intracelular de forma mais 
efetiva do que a administração desses compostos de forma isolada, e que os receptores 
TRPV1 fazem parte dos receptores envolvidos com a detecção de metabólitos no tecido 
muscular (LIGHT et al., 2008), em concentrações detectadas em situações de dor 
(HOHEISEL et al., 2004; KAUFMAN; RYBICKI,1987; LEFFLER et al., 2006; REINOHL et 
al., 2003) e fadiga muscular (POLLACK et al., 2014). 
Neste estudo, demonstramos que aproximadamente 60% das células do gânglio da 
raiz dorsal de regiões entre S1-L6 eram de origem muscular. Cerca de 1/3 delas apresentam 
receptores TRPV1. Indicando a importância desses receptores na condução de informações 
sensoriais advindas do tecido muscular. Surpreendentemente, 1/3 das células TRPV1 
positivas não respondem a administração de seu agonista, a capsaicina, sugerindo, portanto, 
que existem receptores e fibras silentes.  
Por fim, demonstramos que 20% dos neurônios DiI positivos respondem a 
administração de metabólitos. Dos 85,6% dos que respondem ao pH 7.0, mimético de 
condições de fadiga muscular, e 100% dos que respondem ao pH 6.6 são TRPV1
+
, sugerindo 
portanto, que esses receptores são fundamentais para a condução de informações de dor e de 
fadiga muscular. 
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13. CONCLUSÃO 
Esses dados sugerem, portanto, que os animais TRPV1-Cre/GCaMP6
+
 são uma 
importante ferramenta no estudo da dor muscular e que os receptores TRPV1 é expresso em 
mais de 50% dos neurônios sensoriais musculares do GRD, sendo cerca de 1/3 deles não 
responsivo a capsaicina. Por fim, concluímos também que os receptores TRPV1 são 
fundamentais na resposta a diferentes doses de metabólitos responsáveis pela indução das 
sensações de dor e fadiga. 
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